Effetti protettivi di sostanze vegetali nei confronti dei danni indotti da citochine nelle cellule beta pancreatiche ed esplorazione dei meccanismi coinvolti by PRETINI, VIRGINIA
 
 
 
 
 
 
UNIVERSITÀ DI PISA 
 
FACOLTÀ DI SCIENZE MATEMATICHE, FISICHE E NATURALI 
_____________________________________________ 
 
Corso di Laurea Magistrale in BIOLOGIA MOLECOLARE E CELLULARE 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tesi di Laurea Magistrale: 
 
Effetti protettivi di sostanze vegetali nei confronti dei 
danni indotti da citochine nelle cellule beta pancreatiche 
ed esplorazione dei meccanismi coinvolti 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANNO ACCADEMICO 2012/2013 
2 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSITÀ DI PISA 
 
FACOLTÀ DI SCIENZE MATEMATICHE, FISICHE E NATURALI 
_____________________________________________ 
 
Corso di Laurea Magistrale in BIOLOGIA MOLECOLARE E CELLULARE 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tesi di Laurea Magistrale: 
 
Effetti protettivi di sostanze vegetali nei confronti dei 
danni indotti da citochine nelle cellule beta pancreatiche 
ed esplorazione dei meccanismi coinvolti 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Relatori: 
 
 
Dott.ssa Michela Novelli 
 
 
 
 
Dott.ssa Pascale Beffy 
Candidata: 
 
 
Virginia Pretini 
3 
 
INDICE 
 
Riassunto                                                                                           pag.6 
Abstract                                                                                             pag.9 
 
INTRODUZIONE                                                                                       
 
CAPITOLO 1 : Il diabete                                                                      
1.1 Cenni Storici                                                                                      pag.12      
1.2 Anatomia del pancreas e delle isole pancreatiche                                pag.15 
1.3 Il Diabete                                                                                                      pag.17 
1.4 Il Diabete Mellito di tipo 1                                                                         pag.19 
1.5 Il Diabete Mellito di tipo 2                                                                         pag.20 
1.6 Complicanze                                                                                                 pag.21 
1.7 Ripercussioni socio-economiche correlate alla malattia                      pag.23 
 
CAPITOLO 2 : Patogenesi del diabete tipo 1                                         pag.26 
 
CAPITOLO 3 : Risposta delle cellule immunocompetenti e meccanismo 
d’azione delle citochine da esse prodotte nel T1DM         pag.29 
 
CAPITOLO 4 : Sostanze vegetali                                                  
4.1 Hypericum Perforatum                                                                               pag.38 
4.2 Componenti attive                                                                                      pag.40 
4.3 Meccanismo d’azione                                                                                 pag.40 
4.4 Iperforina                                                                                                      pag.43 
 
CAPITOLO 5 : Progetto sperimentale                                                            pag.45 
4 
 
PARTE SPERIMENTALE 
 
CAPITOLO 6 : Materiali e metodi                                                 
6.1 Colture cellulari                                                                                        
6.1.1 La linea cellulare di insulinoma di ratto (INS-1E)                    pag.49 
6.1.2 Colture INS-1E                                                                               pag.50 
6.2 Estratti vegetali                                                                                       
6.2.1 SJW e HPF                                                                                      pag.51 
6.2.2 Valutazione della vitalità in cellule INS-1E                              pag.52 
6.3 Espressione Genica                                                                                 
6.3.1 Estrazione RNA totale                                                                 pag.53 
6.3.2 Quantificazione RNA totale                                                       pag.54                
6.3.3 Retrotrascrizione RNA                                                                pag.55 
6.3.4 PCR Quantitativa: Real Time-PCR                                             pag.56 
6.4 Attivazione Proteica 
6.4.1 Preparazione dell’estratto nucleare                                         pag.61 
6.4.2 Electrophoretic Mobility Shift Assay EMSA                            pag.62 
6.4.3 Valutazione Apoptosi: attività della Caspasi-3                       pag.63 
6.5 Analisi Statistica                                                                                         pag.64 
 
CAPITOLO 7 : Risultati                                                                                  
7.1 Effetto dell’estratto di SJW e dell’HPF sulla vitalità cellulare             pag.65 
7.2 Andamento temporale dell’inibizione di STAT-1 determinata  
da SJW e HPF in cellule INS-1E                                                                 pag.67 
7.3 Valutazione dell’espressione genica                                                       pag.78 
7.4 Valutazione dell’apoptosi in cellule INS-1E                                            pag.83 
 
 
5 
 
CAPITOLO 8 : Discussione                                                                              pag.85 
 
BIBLIOGRAFIA                                                                                     pag.94 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
RIASSUNTO 
 
Il diabete mellito di tipo 1 (T1DM) e quello di tipo 2 (T2DM), anche se 
geneticamente ed eziologicamente diversi, sono entrambi caratterizzati da 
un deficit della massa β-cellulare che potrebbe dipendere da meccanismi 
effettori comuni. Infatti stimoli immunologici nel T1DM e fattori metabolici 
nel T2DM, capaci di provocare un’aumentata produzione di citochine, 
potrebbero condurre alle alterazioni funzionali e alla perdita delle cellule β in 
entrambe le patologie. Nelle cellule β pancreatiche esposte a citochine, 
l’attivazione dei segnali di trasduzione e fattori di trascrizione STAT-1 e NF-kB 
determina infatti l’espressione di geni bersaglio pro-infiammatori, alterazioni 
della secrezione di insulina e morte. Nell’ambito di una ricerca volta ad 
individuare inibitori degli effetti deleteri delle citochine che fossero di origine 
vegetale, non peptidici, ben tollerati e somministrabili per via orale, studi 
precedenti hanno dimostrato che l’estratto di Hypericum perforatum (St. 
John’s wort, SJW), una pianta erbacea comunemente usata come 
antidepressivo in fitoterapia, ed il suo componente iperforina (HPF) avevano 
tali caratteristiche. Infatti, essi prevengono la morte β-cellulare nella linea 
INS-1E, nonché nelle isole di Langherans isolate di ratto e umane, in quanto 
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inibiscono potentemente l’attivazione di STAT-1 e NF-kB indotta da 
citochine. 
In base a ciò, questa tesi si è prefissa come scopi: A) esaminare in dettaglio 
l’andamento temporale dell’inibizione di STAT-1 determinata da SJW e HPF 
in cellule INS-1E; B) valutare la capacità di tali sostanze di contrastare gli 
effetti delle citochine sull’espressione di rilevanti geni bersaglio di STAT-1 e 
NF-kB.  
Per questi studi è stata utilizzata la linea β-cellulare INS-1E, ben differenziata 
e capace di secernere insulina in maniera regolata dal glucosio. Le cellule 
sono state opportunamente esposte a miscele di citochine, in presenza o 
assenza dell’estratto di SJW (2-5 μg/ml) o di HPF (0.5, 1 e 2 μM), aggiunti ad 
intervalli diversi, prima o dopo le citochine. L’attivazione di STAT-1 è stata 
valutata sull’estratto nucleare mediante elettrophoretic mobility shift assay 
(EMSA). L’RNA estratto con RNeasy Mini kit è stato usato per l’analisi 
dell’espressione genica mediante real time PCR. Nelle cellule INS-1E, SJW e 
HPF, preincubati per tempi variabili prima dell’aggiunta di citochine, 
inibiscono in modo dose-dipendente l’attivazione di STAT-1 indotta da 
citochine e mantengono tale effetto inibitorio anche quando sono rimossi 
dal mezzo di incubazione prima dell’aggiunta delle citochine. Inoltre, 
l’inibizione di STAT-1 si osserva ugualmente, anche se in modo incompleto, 
quando gli agenti protettivi sono aggiunti 15, 30 e 60 min dopo l’esposizione 
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delle cellule alle citochine. SJW e HPF sono capaci di contrastare gli effetti 
negativi delle citochine sull’espressione di geni funzionali e di 
differenziamento e di correggere parzialmente lo sbilanciamento tra fattori 
pro e anti-apoptotici.  
In conclusione, l’estratto di SJW e l’iperforina sono nuovi composti non-
peptidici che preservano la funzione e la sopravvivenza delle cellule β 
esposte a citochine, contrastando i meccanismi chiave della trasduzione del 
segnale da queste indotti. Tali composti vegetali conferiscono alle cellule β 
uno stato di “resistenza alle citochine” (almeno per quanto concerne 
l’attivazione di STAT-1), che può essere indotto sia prima che dopo 
l’esposizione a tali fattori. Quindi SJW e HPF rappresentano un promettente 
approccio farmacologico per prevenire o ritardare la distruzione delle cellule 
β conseguente ad una reazione infiammatoria su base immunitaria. 
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ABSTRACT 
 
In both type 1 (T1DM) and type 2 (T2DM) diabetes, increased production of 
cytokines on autoimmune or metabolic basis is supposed to trigger an 
inflammatory process leading to dysfunction and death of pancreatic β–cell.  
Pancreatic β cells respond to the proinflammatory cytokines by modifying 
the expression of complex gene networks under the regulation of at least 
two master transcription factors, STAT-1 and NF-kB. Therefore, anti-
inflammatory pharmacological approaches aimed at blocking cytokine 
signalling pathways and consequent cytotoxicity in β–cell are highly 
advisable. However, in view of future clinical applications, such a strategy 
should rely on the discovery of specific non-peptidyl antagonist, available for 
chronic oral administration, non-immunogenic and devoid of major side 
effects. We previosly showed that the extract of Hypericum perforatum (St. 
John's Wort, SJW), an herbaceous plant commonly used in phytotherapy as 
anti-depressant, and its phloroglucinol component hyperforin (HPF) protect 
pancreatic β cells against the cytotoxic effects of cytokines, by acting as 
powerful inhibitors of  the activation of  STAT-1 and NF-kB. Aims of this study 
were: a) to explore in details the time course of STAT-1 inhibition induced by 
SJW and HPF in INS-1E cell line; b) to assess the ability of these compounds 
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to counteract cytokine-driven changes in the expression of  STAT-1 and NF-
kB target genes involved in β-cell function and apoptosis induction. 
INS-1E cells, a well-differentiated β-cell line able to secrete insulin in a 
glucose-regulated manner, were exposed to mixtures of cytokines (IFN-γ, IL-
1β and TNF-α) for various time periods with/without SJW (2-5 μg/ml) or HPF 
(0.5, 1 and 2 μM), added at different intervals, before or after the cytokines. 
STAT-1 activation was evaluated by electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) on nuclear extracts. Cellular RNA was extracted with the RNAeasy 
Mini kit and used for real time PCR gene expression analysis. SJW and HPF, if 
present during variable preincubation periods of INS-1E cells, maintained 
their STAT-1 down-regulating effect even though they were removed from 
the incubation medium and washed out before the addition of cytokines. 
Furthermore, STAT-1 inhibition could be still observed when the protective 
agents were added 15, 30 or 60 min after the exposure of cells to cytokines, 
although to a progressively reduced extent. Furthermore, SJW and HPF were 
able to counteract the inhibitory effects of cytokines on the expression of 
genes involved in the maintenance of a differentiated β-cell phenotype and 
to partially correct the cytokine-induced unbalance between pro- and anti-
apoptotic factors.  
In conclusion, SJW extract and hyperforin are new non-peptidyl  compounds 
that preserve β-cell function and survival upon exposure to cytokines, 
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counteracting the key mechanisms of cytokine signal transduction. In β cells, 
these vegetal compounds induce a state of " cytokines resistance" (at least 
as regards the STAT-1 activation), which can be triggered both before or 
after cytokine exposure. Thus, SJW and hyperforin represent promising 
pharmacological tools for prevention or limitation of β-cell dysfunction and 
loss in type 1 diabetes. 
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Capitolo 1 
 
Il Diabete 
 
1.1 Cenni Storici 
 
Il diabete è una delle malattie più antiche descritte nella storia: infatti è stato 
identificato, per la prima volta, intorno al 1500 a.C. dagli antichi Egizi, che lo 
consideravano una condizione rara in cui una persona era sottoposta a 
frequente minzione e perdita di peso. Il medico greco Areteo (80-138 a.C.) 
utilizzò per la prima volta il termine diabete mellito, dove l'aggettivo mellito 
indicava il sapore dolce delle urine delle persone affette dalla patologia. 
Tuttavia, soltanto nel 1776 Matthew Dobson misurò la concentrazione di 
glucosio nelle urine di tali pazienti dimostrando che era più alta rispetto a 
quella delle persone normali. Il diabete fu descritto in termini clinici molto 
tempo dopo, quando venne fondato il New England Journal of Medicine and 
Surgery, nel 1812. A quel tempo la sua diffusione non era documentata, le 
conoscenze sui meccanismi responsabili della malattia erano scarse, non 
esistevano terapie efficaci e il diabete era spesso fatale entro poche 
settimane o mesi dalla diagnosi a causa dell’insufficienza insulinica. 
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Nei successivi 200 anni, sono stati compiuti progressi fondamentali nella 
comprensione delle cause del diabete, del metabolismo del glucosio, 
dell'approccio alla sua prevenzione ed al trattamento. A partire dal metà del 
XIX secolo, Claude Bernard dimostrò che i livelli di glucosio nel sangue non 
sono regolati solamente dall’assorbimento di carboidrati introdotti con la 
dieta ma anche dal fegato, che svolge un ruolo centrale nella produzione di 
glucosio a partire da precursori non glucidici (Robin 1979). 
Nel 1889, Joseph von Mering e Oskar Minkowski scoprirono che la rimozione 
del pancreas nei cani provocava sviluppo di diabete fatale, fornendo il primo 
indizio che il pancreas svolgesse un ruolo chiave nella regolazione della 
concentrazione di glucosio circolante (Von Mering et al. 1890; Brogard et al. 
1992). Nel 1910, Edward Albert Sharpey-Schafer ipotizzò che il diabete fosse 
causato della carenza di una singola sostanza chimica prodotta dal pancreas: 
questa sostanza prese il nome di insulina, dal latino “insula”, che significa 
isola, facendo riferimento agli aggregati cellulari presenti nel pancreas che si 
pensava la producessero. Frederick Banting e Charles Best riuscirono, nel 
1921, ad ottenere l'insulina da un estratto di isole pancreatiche di cani non 
diabetici e la somministrarono a cani diabetici riuscendo così a controllare la 
loro glicemia (Banting et al. 1991; Bliss 2007). Poi, insieme a James Collip e 
John Macleod, purificarono l'ormone dal pancreas di bovini e lo utilizzarono, 
per la prima volta, per curare un paziente diabetico (Fig. 1.1). 
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Fig. 1.1: 11 gennaio 1922, primo paziente diabetico trattato con insulina. La terribile 
condizione del quattordicenne Leonard Thompson fu notevolmente migliorata dalla 
terapia insulinica. 
 
 
Da quel momento, la produzione di insulina e il suo uso terapeutico 
cominciarono a diffondersi rapidamente in tutto il mondo, permettendo la 
sopravvivenza per lunghi periodi di pazienti che, prima del suo impiego, 
sarebbero andati incontro a morte dolorosa e certa entro poche settimane o 
mesi dall'esordio. 
La scoperta dell'insulina e del suo ruolo fondamentale per la salute 
dell'uomo stimolarono l'interesse di chimici e biologi, e ben dieci premi 
Nobel sono stati attribuiti a ricerche correlate al diabete (Tab. 1.1). 
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Tab. 1.1: Tratta da: Polonsky KS, N. Engl. .J Med. 2012. 
 
Sebbene il diabete sia ancora associato con una ridotta aspettativa di vita, le 
prospettive per pazienti affetti da questa malattia sono notevolmente 
migliorate, e attualmente i pazienti riescono a condurre una vita attiva e 
produttiva per molti decenni dopo la diagnosi (Polonsky 2012). 
 
1.2 Anatomia del pancreas e delle isole pancreatiche 
 
Il pancreas è un organo ghiandolare situato profondamente nella cavità 
addominale, al di sotto dello stomaco, tra il fegato e la milza. Nell’adulto, il 
suo peso può variare da circa 60 a circa 150 g, e la sua lunghezza oscilla da 
poco più di 10 fino a 20-25 cm. E’ diviso in tre porzioni principali: la testa, 
situata nell’ansa duodenale, il corpo, separato dalla testa da un 
restringimento chiamato istmo, e la coda, a contatto nella sua parte 
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terminale con la milza.  Il pancreas è sostanzialmente costituito da tessuto 
esocrino (o acinare, che rappresenta di gran lunga la maggior parte del 
parenchima) ed endocrino (isole pancreatiche o di Langerhans, dal nome 
dello studioso che le descrisse per primo nel 1869), che costituisce non più 
dell’1-2% del parenchima. Le isole sono strutture rotondeggianti od ovali e il 
loro numero è stato riportato variare, in una persona di circa 70 kg, da 
300000 a 1500000. Le dimensioni delle isole pancreatiche vanno da pochi 
micron a 200-300 micron di diametro, ed è stato calcolato che in una isola 
medio-grande sono presenti circa 3.000 cellule endocrine. Queste ultime 
sono di vario tipo, e le più rappresentate sono le cellule β producenti insulina 
(60-80%), seguite dalle cellule α producenti glucagone (20-30%) (Bonner-
Weir et al. 2005). Sono inoltre presenti le cellule δ (contenenti 
somatostatina, 5-10%), e le cellule PP (contenenti il polipeptide pancreatico, 
fino al 15-20% nella parte della testa di origine ventrale, in percentuale 
inferiore al 5% nel resto dell’organo) (Bonner-Weir et al. 2005). 
Le β-cellule sono disposte a costituire il core dell’insula, e sono circondate da 
un mantello di cellule endocrine non-β (prevalentemente α). Questo 
modello, ben studiato e caratterizzato nei roditori, è sostanzialmente valido 
nella maggior parte dei mammiferi, anche se nell’uomo l’organizzazione 
dell’isola di Langerhans è più complessa. Le isole umane possono essere 
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considerate come un insieme di numerose subunità core-mantello, che sono 
tra di loro organizzate in strutture più spesso rotondeggianti od ovali. 
 
1.3 Il Diabete 
 
Il diabete mellito è una malattia cronico-degenerativa a carattere 
dismetabolico, caratterizzata da iperglicemia cronica e da altre disfunzioni del 
metabolismo glucidico, lipidico e proteico, che possono determinare 
frequenti e gravi complicanze. 
Negli anni passati, la classificazione del diabete mellito era essenzialmente 
basata sulla necessità di utilizzare o meno l’insulina esogena a fini 
terapeutici, con la distinzione in due tipi principali: diabete mellito insulino-
dipendente (IDDM) o di tipo 1 e diabete mellito non-insulino-dipendente 
(NIDDM) o di tipo 2 (Brillante 1982). L’American Diabetes Association (ADA) 
ha proposto nel 1997 nuovi criteri classificativi e diagnostici (ADA 1997) che, 
pur con qualche motivata perplessità, sono stati accettati dalla comunità 
scientifica internazionale. Dal punto di vista classificativo, gli elementi 
innovativi sono rappresentati dalla scomparsa dei termini obsoleti relativi 
all’uso terapeutico dell’insulina, mentre restano le denominazioni di tipo 1 e 
tipo 2, per sottolineare i diversi aspetti eziopatogenetici della malattia. E’ 
stato, inoltre, deciso che un valore confermato di 7,0 mM (126 mg/dl) di 
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glicemia a digiuno rappresenta il nuovo limite minimo per la diagnosi di 
diabete (in precedenza era fissato a 140 mg/dl). 
Oltre al diabete di tipo 1 e 2, di cui parleremo più estesamente in seguito, vi 
sono altre forme di diabete quali: il MODY, Maturity Onset Diabetes of the 
Young, ovvero la forma monogenica autosomica dominante di diabete 
mellito caratterizzato da difetti genetici a carico delle funzioni delle cellule β 
provocati da mutazioni identificate in sei distinti geni, e il diabete mellito 
gestazionale, caratterizzato da iperglicemia durante le fasi finali della 
gravidanza, in cui l’organismo necessita di un’aumentata richiesta di insulina 
dovuta ai fabbisogni metabolici del feto che può dunque indurre 
un’intolleranza glucidica nella madre che precedentemente non aveva 
evidenziato la malattia (Longo 2012). I geni mutati correlati con le varie 
forme di diabete di tipo MODY sono: mutazione del fattore nucleare 
epatocitico α 4 (HNF 4α), MODY 1; mutazione del gene per la glucochinasi, 
MODY 2; mutazone del fattore nucleare epatocitico α 1 (HNF 1α), MODY 3; 
mutazone del fattore 1 promotore insulinico (IPF-1), MODY 4; mutazone del 
fattore nucleare epatocitico β (HNF 1β), MODY 5; mutazone del fattore di 
trascrizione nucleare neuro D1, MODY 6 (Acquaviva et al. 2012). 
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1.4 Diabete Mellito di tipo 1 
 
Il diabete mellito di tipo 1 (T1DM) è un disordine dell’omeostasi del glucosio 
provocato dalla progressiva riduzione e distruzione delle cellule β endocrine 
delle isole di Langerhans pancreatiche mediata da un meccanismo 
autoimmune. Sembra che l'avvio della malattia sia determinato, in individui 
geneticamente predisposti, da fattori ambientali finora non ben determinati 
(virus, agenti chimici, citochine liberate da macrofagi attivati nel corso di 
infiammazioni occasionali), capaci di provocare danni anche non gravi alle 
cellule β in seguito ai quali potrebbe innescarsi la reazione autoimmune. 
Così, le cellule β non vengono più riconosciute come “self” dal sistema 
immunitario e sono attaccate e distrutte in un processo che dura 
solitamente qualche anno e che alla fine comporta la perdita della grande 
maggioranza di tali cellule (Weir et al. 1986). La presenza di un limitato 
numero di cellule β funzionalmente attive nelle isole pancreatiche 
determinano una limitata o assente secrezione di insulina, con conseguente 
insorgenza di iperglicemia e di tutte le alterazioni metaboliche dipendenti da 
una grave carenza insulinica. Infatti, la carente penetrazione nelle cellule di 
glucosio fa sì che queste sfruttino come unica fonte di energia i lipidi, che 
vengono mobilizzati dai depositi, con produzione di acidi grassi in eccesso, la 
cui ossidazione incrementa i livelli di Coenzima A che, a livello epatico, 
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determina la formazione di corpi chetonici come l’acido acetacetico, acido β-
idrossibutirrico e acetone. Questi ultimi si accumulano nel sangue 
provocando chetonemia, aggravando la disidratazione cellulare, fino a 
promuovere uno stato di chetoacidosi metabolica che se non viene 
compensato può sfociare in coma chetoacidosico. Dopo un certo periodo di 
latenza, di solito non inferiore a cinque anni, compaiono le prime 
complicanze microangiopatiche e, mediamente dopo quindici anni, compare 
nefropatia nel 30-40 % dei pazienti. 
 
1.5 Diabete Mellito di tipo 2 
 
Il diabete mellito di tipo 2 (T2DM), che comprende oltre il 90% dei casi totali, 
non insorge di solito prima dei 35-40 anni ed aumenta di frequenza con 
l'avanzare dell'età. Ha un esordio subdolo, non facilmente diagnosticabile, si 
accompagna spesso ad obesità o almeno a sovrappeso, ed è caratterizzato da 
iperglicemia cui sono collegati sintomi quali poliuria, polidipsia e polifagia. I 
pazienti con diabete di tipo 2 presentano tipicamente una parziale carenza di 
secrezione insulinica, associata con una ridotta sensibilità all'insulina dei 
tessuti bersaglio (Shaw et al. 1999; DeFronzo 1997). La complessa interazione 
tra la resistenza insulinica da parte dei bersagli metabolici tissutali, quali il 
fegato, il tessuto adiposo, e soprattutto il tessuto muscolare, e la riduzione 
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della secrezione di insulina normalmente stimolata dal glucosio, che non 
riesce a compensare l’aumentata richiesta di ormone, determinano 
l’instaurarsi della patologia. 
Il T2DM ha una elevata prevalenza in popolazioni etnicamente omogenee, 
insorge frequentemente in consanguinei di prima e seconda generazione, 
mostra una elevata concordanza di sviluppo in gemelli monozigoti (Lillioja et 
al. 1993). Queste osservazioni suggeriscono fortemente l'esistenza di fattori 
genetici nel determinismo di questa malattia, anche se per la sua effettiva 
manifestazione sembra necessario l'intervento di fattori ambientali e 
abitudini di vita, quali ad esempio iperalimentazione e sedentarietà, che 
giocano un ruolo decisivo nel rivelare una predisposizione genetica al 
diabete. 
Anche i diabetici di tipo 2 vanno frequentemente incontro a gravi 
complicanze acute e croniche coinvolgenti sia il microcircolo che il 
macrocircolo. 
 
1.6 Complicanze 
 
Le nuove scoperte della medicina hanno portato ad un notevole 
miglioramento dell’aspettativa di vita dei numerosi pazienti affetti da 
diabete. Tuttavia la patologia diabetica può determinare molteplici 
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complicanze e danni riguardanti lo sviluppo di alterazioni dei piccoli vasi 
soprattutto al livello renale e retinico (microangiopatie) e dei grandi vasi del 
circolo periferico e coronario (macroangiopatie). Inoltre, pazienti affetti da 
diabete mostrano una più elevata suscettibilità alle infezioni batteriche e 
virali per alterazione delle cellule che partecipano alla difesa immunitaria. 
Negli adulti diabetici, le malattie cardiovascolari rappresentano la principale 
causa di morte: l’estensione e la severità delle lesioni aterosclerotiche nelle 
arterie e arteriole aumentano in pazienti con diabete di vecchia data. La 
comparsa e l’evoluzione dell’aterosclerosi risultano favorite non solo da 
alterazioni del metabolismo lipidico (iperlipidemia e ipertrigliceridemia), ma 
anche dal fenomeno della glicazione delle proteine presenti nella membrana 
basale della parete arteriosa favorito dall'iperglicemia persistente. Altra 
complicanza comune nel diabete riguarda le vasculopatie aterosclerotiche 
periferiche, in particolare a carico degli arti inferiori: infatti, l’insufficienza 
vascolare porta ad un deficit di nutrienti e O₂, ed allo sviluppo di ulcere e 
gangrene delle dita nelle estremità inferiori, che spesso obbligano 
all’amputazione. Di fatto, il diabete è responsabile del 40% delle amputazioni 
di arti per cause non traumatiche. 
Per quanto riguarda i danni a livello renale, questi aumentano all’aumentare 
della severità e durata dello stato di iperglicemia.  Inizialmente l’iperglicemia 
conduce a ipertensione glomerulare ed a iper-perfusione renale, mentre 
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successivamente l’aumento della pressione glomerulare favorisce la 
deposizione di proteine, microalbuminuria che si trasforma in proteinuria, 
portando all'insorgenza di glomerulosclerosi. La funzionalità renale viene 
progressivamente compromessa e la nefropatia diabetica rappresenta la 
ragione più frequente di trapianto renale dell’adulto. 
A livello oculare, la retinopatia diabetica è la più devastante complicanza nel 
diabete e può determinare cecità in conseguenza a stravasi emorragici nei 
vasi retinici. Inoltre, nei pazienti diabetici può insorgere neuropatia 
periferica, caratterizzata da dolore e sensazioni anomale alle estremità che 
sono dovute a modificazioni a carico dei nervi motori e sensitivi riguardanti 
alterazioni negli assoni, nella guaina mielinica e nelle cellule di Schwann; la 
progressiva perdita di sensibilità tattile induce a trascurare irritazioni e 
traumi agli arti inferiori. 
 
1.7 Ripercussioni socio-economiche correlate alla malattia 
 
Il diabete mellito costituisce un problema sanitario in espansione in tutto il 
mondo. Dati recentemente pubblicati dall’International Diabetes Federation 
(IDF) sostengono che nel 2010 oltre 284 milioni di persone fossero affette da 
diabete e le proiezioni non sono rassicuranti: è previsto, infatti, che nel 2030 i 
diabetici adulti (20-79 fascia di età) saranno 438 milioni (Ministero della 
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Salute 2013). In Italia vivono almeno tre milioni di persone affette da diabete, 
cui si aggiunge una quota di persone (circa un milione) che pur avendo la 
malattia non ne sono a conoscenza (Ministero della Salute 2013). Il T1DM 
rappresenta la malattia più comune nei bambini e negli adolescenti, sebbene 
possa insorgere a qualunque età (American Diabetes Association 2009). In 
età pediatrica, l’incidenza della malattia sta aumentando con un tasso di 
crescita di circa il 3% all’anno (A.D.A 2009). In Italia, i pazienti con T1DM sono 
50-100.000, di cui circa 2.000 in Toscana (Di Cianni et al. 1994). Di particolare 
rilevanza e drammaticità è il fatto che i pazienti con T1DM hanno un rischio 
di  mortalità di 2-4 volte superiore a coloro che non hanno la malattia e 
frequente sviluppo di complicanze micro- e macrovascolari (A.D.A 2009; Naik 
et al. 2009). 
La malattia diabetica ha un notevole impatto sociale, economico e sanitario. 
Il 6 dicembre 2012 il Ministero della Salute insieme alla Commissione 
Nazionale Diabete ha stilato il “Piano sulla malattia diabetica”, nato per 
affrontare le problematiche relative alla malattia, individuando obiettivi 
centrati sulla prevenzione, sulla diagnosi precoce, sulla gestione della 
malattia e delle complicanze, sul miglioramento dell’assistenza e degli esiti 
(Ministero della Salute 2013). 
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Risulta, dunque, necessario, sia per diminuire ed abbattere l’incidenza delle 
persone affette sia per ridurre i costi, individuare nuove prospettive di cura e 
prevenzione a basso costo e di facile disponibilità e reperibilità. 
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Capitolo 2 
 
Patogenesi del Diabete di tipo 1 
 
L'eziologia del diabete di tipo 1 è multifattoriale, complessa e ancora non 
perfettamente conosciuta. Il diabete di tipo 1 è il risultato di una interazione 
sfavorevole tra fattori ambientali e predisposizione ereditaria alla malattia. 
L'ereditarietà della suscettibilità al diabete di tipo 1 non dipende da un 
singolo gene, ma è determinata da molti geni in loci diversi. Il più importante 
sembra risiedere nella regione HLA del complesso maggiore di 
istocompatibilità (MHC) di classe II sul braccio corto del cromosoma 6, ed è 
stato identificato come T1DM. 
I fattori ambientali che intervengono nella patogenesi del diabete di tipo 1 
hanno ricevuto minore attenzione rispetto a quelli genetici, anche se la 
suscettibilità individuale è influenzata sempre più dall'ambiente che dalla 
predisposizione ereditaria. Gli agenti ambientali, che potrebbero essere 
coinvolti nel determinismo della malattia includono: infezioni virali, in 
particolar modo quelle causate da virus Coxsackie e altri Enterovirus 
(Fohlman 1993); infezioni da micobatteri; tossine presenti nei cibi; 
esposizione neonatale al latte di mucca;  il glutine del frumento; vitamine D 
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ed E42. Per quanto riguarda l’esposizione neonatale al latte bovino, è stato 
ipotizzato che l’albumina in esso contenuta, attraversando l’intestino del 
neonato, possa indurre una risposta immunitaria, con successiva reazione 
crociata nei confronti di antigeni β-cellulari specifici che ne condividono 
alcuni epitopi (Virtanen et al. 1993; Atkinson et al. 1993). 
Sono stati identificati, inoltre, svariati auto-antigeni β cellulari divenuti 
bersaglio del sistema immune, ma per nessuno di essi è stato possibile 
determinare un ruolo decisivo nello sviluppo della malattia. Tali auto-antigeni 
comprendono: l'enzima glutammico-decarbossilasi (GAD), che si trova solo 
nelle cellule β e nei neuroni GABA-ergici; l'insulina e la proinsulina; la tirosin-
fosforilasi insulare IA-2; la proteina da shock termico hsp60 (un componente 
dei granuli secretori); alcuni componenti della superficie cellulare. La risposta 
immune nei confronti delle cellule β si avvale di meccanismi sia cellulo-
mediati che umorali. Questi ultimi determinano la produzione di anticorpi 
circolanti contro antigeni quali il GAD, insulina, IA-2 e componenti di 
membrana poco caratterizzati, che possono essere trovati in pazienti neo-
diagnosticati o durante la fase pre-diabetica e quindi essere utilizzati come 
indici predittivi dello sviluppo del diabete o per l'identificazione di soggetti ad 
alto rischio. 
L'autoimmunità potrebbe svilupparsi perché certi epitopi di proteine β 
cellulari possono essere riconosciuti da anticorpi diretti contro antigeni 
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esogeni. Dobbiamo, però, sottolineare che nella storia naturale del diabete di 
tipo 1 l'esatta successione nella perdita della tolleranza immunitaria nei 
confronti delle varie molecole bersaglio è ancora poco nota: gli auto-antigeni 
primari e gli agenti inizianti sono ancora sconosciuti (Tisch et al. 1996; Kay et 
al. 2000). 
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Capitolo 3 
 
Risposta delle cellule immunocompetenti e meccanismo d’azione 
delle citochine da esse prodotte nel T1DM 
 
Le tappe che portano all'attacco autoimmune delle cellule  β non sono 
ancora ben caratterizzate, ma è stato constatato che le isole di Langerhans 
vengono infiltrate da cellule immunitarie con conseguente innesco di un 
processo infiammatorio (insulite), che conduce all'alterazione funzionale e 
alla progressiva distruzione delle cellule  β (Atkinson et al. 1994). L'insulite, 
costituita da un infiltrato di cellule mononucleate immunocompetenti 
localizzate dentro e intorno alle isole di Langerhans, è la caratteristica 
predominante al momento dell'insorgenza del diabete di tipo 1. Tra le cellule 
infiammatorie che prendono parte al processo flogistico insulare, i linfociti T 
citotossici CD8⁺, i linfociti T helper CD4⁺ e i macrofagi sembrano quelli 
maggiormente coinvolti nella distruzione β cellulare, direttamente o 
attraverso la produzione di citochine quali interferone gamma (IFN-γ), 
interleuchina 1 beta (IL-1β), fattore di necrosi tumorale-alfa (TNF-α) (O’Shea 
et al. 2002). 
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I linfociti T CD8⁺ sono i più importanti killer delle cellule β delle isole di 
Langerhans umane nel T1DM: le conducono a morte rilasciando i loro granuli 
citotossici contenenti perforine e granzimi dopo contatto diretto con la 
cellula bersaglio (Padgett et al. 2013). Infatti le perforine rilasciate creano 
fori nella membrana plasmatica delle cellule delle isole, permettendo, così, 
ai granzimi di entrare e di indurne la morte attraverso l’attivazione della 
via apoptotica e necrotica (Padgett et al. 2013). 
Studi precedenti hanno dimostrato che i linfociti T CD8⁺ possono esplicare la 
loro azione al livello delle cellule pancreatiche solo se sono presenti i linfociti 
T CD4⁺, mentre questi ultimi agiscono anche in modo autonomo sia nelle fasi 
precoci sia tardive della patogenesi del T1DM (Padgett et al. 2013). Sia i 
linfociti T CD4⁺ sia CD8⁺ sintetizzano citochine pro-infiammatorie quali IFN-γ 
e TNF-α, mentre i macrofagi, richiamati nel sito dell’infiltrato infiammatorio 
dai linfociti T CD4⁺, sono responsabili del rilascio di IL-1β. La produzione di 
citochine pro-infiammatorie contribuisce all’apoptosi delle cellule β negli 
stadi precoci della malattia (Vanzela et al. 2012). 
Molte citochine, dopo il legame con recettori di tipo 1 (es. interleuchina (da 
IL-1 a IL-7, IL-9, IL-13)) o di tipo 2 (es. Interferoni (IFN) e IL-10), utilizzano 
un’unica via di trasduzione basata sul reclutamento di una famiglia di segnali 
di trasduzione e attivatori di trascrizione (STAT) che agiscono come 
messaggeri nel nucleo cellulare e come attivatori di molti geni i cui prodotti 
31 
 
controllano una grande quantità di risposte biologiche, compreso lo sviluppo, 
la differenziazione, la proliferazione cellulare e la sopravvivenza. 
Tra i membri della famiglia STAT, STAT-1 è specificamente attivato in risposta 
all’IFN-γ (citochina prevalentemente prodotta dai linfociti Th1 attivati), 
mediante fosforilazione da parte di JAK1 e JAK2, mentre altre citochine che 
partecipano alla risposta infiammatoria e immunitaria come IL-1β e TNF-α, 
prodotte soprattutto dai macrofagi attivati, agiscono attraverso un mediatore 
intracellulare diverso, l'NF-kB, che esercita anch'esso una duplice funzione: 
trasduttore del segnale e attivatore trascrizionale. 
 
Fig. 3.1: Vie di segnalazione di NF-kB e STAT-1. 
NF-kB è presente in tutti i tipi cellulari ed è coinvolto in tutte le reazioni delle 
cellule agli stimoli quali stress, citochine, radicali liberi, raggi UV e attacco da 
antigeni virali e batterici (Gilmore 1999). In condizioni basali, NF-kB rimane 
inattivo nel citoplasma, legato alla molecola inibitoria IkB. Successivamente 
alla stimolazione mediata dalle specifiche citochine, come pure da parte di 
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prodotti virali o batterici, IkB viene fosforilato dalla chinasi Ikk e degradato 
attraverso la via del proteasoma, rilasciando NF-kB che, una volta libero, 
trasloca nel nucleo (Gilmore 1999). Qui NF-kB modifica la trascrizione di geni 
che contengono il sito di consenso per NF-kB nella loro regione promoter 
(Path 1999). Molti dei geni indotti da NF-kB hanno un ruolo chiave 
nell'infiammazione, comprendendo citochine (IL-1, TNF, IL-8), enzimi (iNOS), 
molecole di adesione e proteine di fase acuta, e inoltre partecipano alla 
regolazione dell'apoptosi (Mattson et al. 2001; Ohmori et al. 1997). 
Sebbene ciascuna di queste vie di trasduzione possa provocare l’espressione 
di geni implicati nel danno cellulare, nella maggior parte dei casi almeno due 
diverse citochine, che attivano due diverse vie di trasduzione del segnale e 
due diversi fattori di trascrizione, devono agire insieme per indurre 
un'espressione genica significativa e infine citotossicità (Ganster 2001; Sekine 
2000). 
Recentemente l’esame dei dati ottenuti con microarray (Ortis et al. 2006; 
Magnusson et al. 2005) ha mostrato che STAT-1 modula tre gruppi di geni 
che svolgono un ruolo chiave per la sopravvivenza, la funzione ed il 
differenziamento delle cellule β, e per l’infiammazione locale. Durante 
l’insulite si verifica la perdita del fenotipo delle cellule β differenziate (Irizarry 
et al 2003): l’esposizione delle cellule β primarie a IL-1β e IFN-γ o a TNF-α e 
IFN-γ inibisce molti geni coinvolti nella funzione delle cellule β già 
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differenziate (es. insulina, glucochinasi, GLUT2 ecc.) così come molti fattori 
coinvolti nel differenziamento e nel mantenimento del fenotipo delle cellule 
β (es. Pdx1, MafA, NKx 2.2 ecc.) (Ortis et al. 2006). Per molti di questi geni 
l’inibizione è già presente dopo 6 ore dall’esposizione a citochine suggerendo 
un effetto precoce e specifico (Ortis et al. 2010). Il secondo pathway è 
correlato all’apoptosi delle cellule β: infatti, STAT-1 regola positivamente la 
proteina DP5 (death protein 57Hrk). DP5 è una proteina pro-apoptotica, 
membro della famiglia Bcl-2, nota per giocare un ruolo cruciale nell’apoptosi 
dei neuroni (Heimberg et al. 2001; Ortis et al. 2010) e che recenti lavori (Zhou 
et al. 2008) hanno stabilito giochi un ruolo centrale anche nella morte delle 
cellule β, indotta da citochine e da stress del reticolo endoplasmatico. Il terzo 
pathway modulato da STAT-1 (e da IRF-1) è correlato all’infiammazione delle 
isole. Durante l’insulite, le citochine prodotte localmente contribuiscono 
all’apoptosi delle cellule β (Irizarry et al 2003; Youle et al. 2008) e stimolano 
la produzione di molte chemochine da parte delle cellule β che recltano 
ulteriori cellule immunitarie attivate nel sito di infiammazione (Youle et al. 
2008; Gurzov et al. 2009). Questa produzione locale di chemochine può 
risultare cruciale nelle fasi iniziali del T1DM e recentemente è stata 
dimostrata, in pazienti con esordio recente di T1DM, è stata dimostrata 
l’espressione di CXCL10, mentre i linfociti infiltranti esprimono il suo 
recettore, CXCR3, nelle isole (Ma et al. 2007). È stato, inoltre, dimostrato che 
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STAT-1 regola parzialmente la secrezione indotta da citochine di molte 
chemochine da parte di cellule β, incluso CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CCL20 
(Magnusson et al. 2005). 
Durante l'insulite le cellule β vengono distrutte portando, dopo un certo 
periodo di tempo, all'instaurarsi del diabete di tipo 1: sembra che la morte 
delle cellule avvenga prevalentemente per apoptosi. L’apoptosi può essere 
attivata attraverso due meccanismi principali: il pathway estrinseco, 
caratterizzato dall’azione di recettori di morte e caspasi; il pathway 
intrinseco, in cui il mitocondrio gioca un ruolo chiave (Barthson et al. 2011). 
Diversi stimoli pro-apoptotici, incluso un grave stress del reticolo 
endoplasmatico (ER), convergono nell’attivazione delle proteine della 
famiglia Bcl-2 (BH3-only) pro-apoptotiche (tra cui DP5, Bax, Bak, Bim, PUMA) 
(Gurzov et al. 2011). I membri di questa sottofamiglia di Bcl-2 interagiscono 
con le proteine anti-apoptotiche Bcl-2 (tra cui Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) attraverso 
il dominio BH3 (Gurzov et al. 2011). Se l’equilibrio e l’interazione tra i 
componenti della grande famiglia Bcl-2 favorisce la decisione della morte 
cellulare, le proteine multicanale pro-apoptotiche Bax e Bak vengono attivate 
e vanno a formare pori nella membrana mitocondriale, determinando il 
rilascio di ulteriori proteine pro-apoptotiche come il citocromo c e 
SMAC/DIABLO (Gurzov et al. 2011). 
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Nelle cellule β, a differenza di altri tipi cellulari, l'attivazione di NF-kB ha 
un’azione prevalentemente pro-apoptotica inducendo stress del reticolo 
endoplasmatico ed il sistema di risposta a proteine malripiegate (UPR) 
probabilmente attraverso l'attivazione iNOS (Vanzela et al. 2012). Il 
meccanismo attraverso il quale il ER contribuisce alla morte delle β cellule 
non è ancora completamente chiaro, ma, probabilmente, l’induzione delle 
proteine pro-apoptotiche C/EBP proteina omologa (CHOP), della proteina di 
morte 5 (DP5) e la down-regolazione della proteina anti-apoptotica mieloide 
(Mcl-1) giocano un ruolo chiave in questo processo. La proteina DP5, che è 
up-regolata soprattutto dall'attivazione di STAT-1, favorisce la degradazione e 
la repressione delle molecole anti-apoptotiche quali Mcl-1 e Bcl-XL favorendo 
la via apoptotica attraverso PUMA, i cui livelli di espressione vengono 
ulteriormente incrementati da NF-kB (Gurzov et al. 2011). L'attivazione di 
STAT-1 determinata dalle citochine TNF-α e IFN-γ induce specificamente 
l’attivazione della molecola pro-apoptotica Bim che, insieme a DP5 e PUMA, 
up-regola l’inattivazione di Mcl-1 e Bcl-XL nelle cellule β (Gurzov et al. 2011). 
Nella maggior parte delle cellule, l’attivazione di STAT-1 indotta da IFN-γ 
risulta transiente (Shuai et al. 1992; Haspel et al. 1996): il fattore di 
trascrizione viene rapidamente attivato da IFN-γ, raggiungendo un picco 
dopo 30 minuti e declina entro 1-4 ore, ad opera di meccanismi che regolano 
negativamente il segnale della citochina in tali cellule. Nella maggior parte 
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delle cellule, l’attivazione di STAT-1 indotta da IFN-γ è transitoria (Shuai et al. 
1992; Haspel et al. 1996): il fattore di trascrizione viene rapidamente attivato 
da IFN-γ, raggiunge un picco dopo 30 minuti e declina entro 1-4 ore. Nelle 
cellule β pancreatiche, invece, l'attivazione di STAT-1 indotta da IFN-γ ha una 
durata sorprendentemente lunga ed è in grado di persistere anche per 8-24 
ore: si pensa che in queste cellule il segnale di IFN-γ persista finché la 
citochina è presente e termini solo quando quest’ultima viene rimossa, 
molto probabilmente tramite defosforilazione ad opera di una fosfatasi 
tirosinica nucleare (Chong et al. 2001). Come possibile spiegazione di questo 
fenomeno, è stato ipotizzato che o le cellule β manchino della protein-
fosfatasi responsabile della disattivazione nucleare dello STAT-1, oppure che 
l’attività JAK chinasi sia prolungata (Heitmeier et al. 2000). In ogni caso, il 
segnale dell’ IFN-γ nelle cellule β potrebbe non essere transitorio, come 
descritto per altri tipi cellulari, ed il perdurare del segnale potrebbe dare un 
contributo alla citotossicità di questa citochina nelle cellule β. 
Lo stato attuale delle conoscenze sulle complesse relazioni tra le varie vie di 
trasduzione e il modo in cui diversi fattori di trascrizione lavorano di concerto 
per regolare l’espressione genica è assai limitato. Recentemente, comunque, 
sono stati fatti molti progressi che permettono, almeno, di definire i bersagli 
di potenziali nuove terapie che mirano a contrastare gli effetti patologici di 
un’attivazione prolungata o eccessiva dello stimolo citochinico. Pertanto, è 
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particolarmente interessante e da raccomandare la ricerca di molecole di 
basso peso molecolare, non peptidiche, che agiscano come modulatori delle 
citochine, siano facilmente somministrabili per via orale e non siano 
immunogene (Seidel et al. 2000). Il ruolo cruciale dello STAT-1 nella 
trasduzione del segnale dell’IFN-γ lo rende, dunque, un ovvio candidato 
quale bersaglio farmacologico nel controllo delle malattie immuno-mediate 
ed infiammatorie. 
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Capitolo 4 
 
Sostanze Vegetali 
 
4.1 Hypericum Perforatum 
 
La ricerca farmacologica è particolarmente attiva nella ricerca di potenziali 
agenti terapeutici, non peptidici, contenuti in estratti di piante e usati in 
fitoterapia e nella medicina tradizionale. 
L’Hypericum Perforatum,  chiamato popolarmente St. John’s wort in inglese, 
erba di S. Giovanni in italiano, millepertuis in francese, è una pianta perenne 
erbacea frondosa di 40-80 cm di altezza, in grado di crescere su terreni 
poveri, appartenente alla famiglia delle Clusiaceae, dotata di fiori gialli, a 
cinque petali ricoperti da punti neri sui bordi che se premuti producono un 
pigmento rosso. Questa specie è originaria dell'Europa, ma è diffusa anche in 
molte regioni temperate del mondo come in Asia, Africa, Australia, Nord e 
Sud America. Il nome Hypericum deriva da due parole greche, “iper” e 
“eikon”, cioè sopra l’icona di S. Giovanni Battista, alludendo all’antica 
tradizione di collocare dei rametti fioriti della pianta sopra l’immagine di S. 
Giovanni Battista nel giorno della festa del santo (24 giugno), corrispondente 
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al periodo in cui la pianta fiorisce, allo scopo di rinforzare l’effetto protettore 
dell’icona per la casa e i suoi abitanti contro gli “spiriti malvagi”.L'iperico è 
stato considerato una pianta medicinale preziosa per oltre 2000 anni. L'uso di 
questa specie come rimedio a base di erbe per trattare una varietà di disturbi 
risale al tempo degli antichi greci: i medici greci del primo secolo, Galeno, 
Dioscoride, Plinio, e Ippocrate, consigliavano l’iperico come diuretico, per il 
trattamento di disturbi mestruali, e come cura per vermi intestinali e morsi di 
serpente. 
 
 
 
 
 
 
 
Il St. John's wort ha una lunga storia nella medicina erboristica tradizionale 
europea: è stato e continua ad essere usato come un trattamento topico per 
ferite e ustioni, ed è anche un rimedio popolare per patologie renali, 
epatiche e polmonari. Fu usato per la prima volta come rimedio per la 
malinconia e la pazzia da Culpeper nel 1652, anticipazione sorprendente del 
suo più comune impiego odierno come anti-depressivo. Attualmente infatti 
Fig. 4.1: Hypericum Perforatum. 
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l’estratto di SJW è ampiamente utilizzato in fitoterapia per il trattamento 
della depressione lieve o moderata e costituisce uno degli agenti fitoterapici 
maggiormente impiegati.   
 
4.2 Componenti attive 
 
Le più comuni preparazioni di SJW utilizzate sono estratti idroalcolici della 
porzione aerea della pianta raccolta nel momento della fioritura. Questi 
contengono almeno 10 diversi tipi di composti biochimici: flavonoidi (0,5-
1,0%, tra cui iperoside, quercetina e rutina), naftodiantroni (0,1-0,3% dei 
quali 80-90% sono ipericina e pseudoipericina), floroglucinoli (più del 3%, 
soprattutto iperforina), antrachinoni, carotenoidi, cumarina, acidi carbolici, 
xantoni e proantocianidine (Russo et al. 2013). I primi tre gruppi sono i più 
abbondanti e probabilmente gli agenti responsabili dell’uso della pianta nella 
medicina tradizionale. L’ipericina e l’iperforina (HPF) sono state isolate 
soltanto in alcune altre piante. 
 
4.3 Meccanismo d’azione 
 
Diversi meccanismi sono stati proposti per l'azione antidepressiva del St. 
John's Wort. Inizialmente si pensò che il principale meccanismo di azione, 
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dovuto essenzialmente all’ipericina, fosse l'inibizione della 
monoaminoossidasi (MAO). Ricerche più recenti hanno però evidenziato che 
i costituenti del SJW sono in grado di inibire la MAO solo a concentrazioni 
superiori a quelle tipicamente presenti negli estratti in commercio. Negli 
ultimi anni l'attenzione si è spostata sulla capacità del SJW e del suo 
costituente iperforina di inibire il re-uptake sinaptico di vari 
neurotrasmettitori (serotonina, noradrenalina e dopamina) (Muller et al. 
1998; Franklin et al. 2001). E' stato, inoltre, dimostrato che il SJW possiede 
un'attività antimicrobica nei confronti dei batteri gram-positivi e di numerosi 
virus. Questa proprietà è probabilmente attribuibile agli oli essenziali, ai 
floroglucinoli e ai flavonoidi e potrebbe essere legata a processi di foto-
attivazione capaci di distruggere alcuni componenti della membrana cellulare 
(Weber et al. 1994). Le proprietà antitumorali del SJW sono attribuite all’ 
ipericina che è un potente foto-sensibilizzante in grado di causare in presenza 
di ossigeno l'apoptosi delle cellule neoplastiche. 
Numerose ricerche hanno dimostrato l'efficacia del SJW nella terapia delle 
sindromi depressive di moderata entità (Schrader et al. 1998; Kalb et al. 
2001). In una rassegna pubblicata nel 2000 sulla rivista Annals of Internal 
Medicine (Snow et al. 2000; Williams et al. 2000) il SJW è stato incluso fra i 
nuovi potenziali farmaci antidepressivi anche grazie alla scarsità di effetti 
collaterali rispetto ai farmaci comunemente utilizzati per queste patologie. 
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(Philipp t al. 1999; Hypericum Depression trial study group 2002). Inoltre, il 
SJW è stato studiato come alternativa ai comuni farmaci antidepressivi per il 
trattamento di pazienti in età pediatrica, data la particolare incidenza in tali 
pazienti di gravi effetti collaterali indesiderati connessi alle terapie 
farmacologiche convenzionali. 
La tipica dose giornaliera di estratti standardizzati di SJW è compresa fra 0,5 
e 1 g per il trattamento della depressione. Tale dose viene comunemente 
suddivisa in due o tre somministrazioni nell'arco delle 24 ore. Sono 
necessarie dalle due alle quattro settimane di trattamento prima della 
comparsa di significativi effetti terapeutici. 
Ricerche sull'uomo hanno dimostrato che la somministrazione di estratti di 
SJW può causare l'induzione degli isoenzimi CYP2C9 e CYP3A4 del citocromo 
P450 così influenzare il metabolismo di sostanze, tra cui farmaci, che 
vengono metabolizzati da tali sistemi enzimatici (Markowitz et al. 2000; 
Wang et al. 2001). 
Anche negli animali sperimentali il SJW si è rivelato sicuro, essendo stato 
somministrato  ad alte dosi a topi e ratti (fino a 5 g/die) senza che venisse 
evidenziato alcun effetto tossico (Greeson et al. 2001), a parte l’induzione 
del complesso del citocromo P-450 epatico (Cantoni et al. 2003). Nessuna 
tossicità significativa a lungo termine né proprietà mutagene sono state 
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finora attribuite al SJW nel ratto e nel cane a seguito di somministrazione 
cronica (Greeson et al. 2001). 
 
4.4 Iperforina 
 
Tra i vari componenti dell'estratto di SJW, particolare interesse stà 
suscitando l'iperforina ritenuta il maggior responsabile dell'azione 
antidepressiva dell'iperico come sopra menzionato. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.2: Iperforina. 
L’iperforina ha mostrato anche altri effetti benefici quali attività anti-
infiammatoria dovuta ad inibizione della proliferazione e induzione di 
apoptosi nei leucociti (Krusekopf et al. 2005) e  blocco di 5-LOX e COX-1 due 
enzimi chiave nella biosintesi di eicosanoidi pro-infiammatori (Albert et al. 
2002). Inoltre, l’iperforina inibisce la generazione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS), la degranulazione e la mobilizzazione del Ca²⁺ nei 
leucociti polimorfonucleati ed è anche capace di ridurre la crescita di linee 
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cellulari di diversi tumori, alterando il bilancio tra proliferazione delle cellule 
tumorali e morte cellulare (Feisst  et al. 2004; Schempp et al. 2002). Infine, 
recenti studi hanno dimostrato che HPF ha anche proprietà anti-
angiogeniche (Dell’Aica et al. 2007). 
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Capitolo 5 
 
Progetto Sperimentale 
 
Precedenti risultati ottenuti dal gruppo della Dott.ssa Novelli, con la preziosa 
collaborazione della Dott.ssa Beffy (CNR-Pisa) e della Dott.ssa Menegazzi 
(Università di Verona), avevano dimostrato che nella linea β cellulare INS-1E, 
ben differenziata e secernente insulina in risposta al glucosio, l’estratto di 
Hypericum perforatum e il suo componente iperforina inibiscono in maniera 
dose-dipendente l'attivazione di STAT-1 indotta da IFN-γ da solo o da una 
miscela di citochine (Menegazzi et al. 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.1: Inibizione dose-dipendente di SJW e HPF sull'attivazione di STAT-1 indotta dalla 
miscela di citochine in cellule INS-1E. 
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Sia l'estratto di iperico che l'iperforina si sono dimostrati anche in grado di 
inibire in modo dose-dipendente l'attivazione di NF-kB e l'espressione di 
iNOS nelle cellule INS-1E esposte a citochine (Menegazzi et al. 2008). Inoltre, 
la  presenza delle sostanze vegetali nel mezzo di incubazione delle cellule 
INS-1E, durante l’esposizione a citochine, protegge le cellule dal decremento 
della secrezione di insulina stimolata da glucosio (Menegazzi et al. 2008). Gli 
studi di microscopia elettronica hanno inoltre mostrato che l’estratto di SJW 
e l’HPF proteggono le cellule β dai danni precoci e tardivi indotti 
dall’esposizione a citochine. A livello ultrastrutturale, la salvaguardia 
dell’integrità mitocondriale, il mantenimento del numero dei granuli di 
insulina e la riduzione della frequenza di apoptosi si sono evidenziate come le 
principali manifestazioni di tale effetto protettivo. L'analisi riguardante gli 
effetti delle citochine e la possibile prevenzione con le sostanze di origine 
vegetale è stata poi estesa ad un modello sperimentale più fisiologico 
rispetto alla linea β-cellulare INS-1E, costituito dalle isole di Langerhans 
isolate dal pancreas di ratto e umane. I risultati ottenuti hanno mostrato che 
il SJW e l’HPF inibiscono in modo dose dipendente l'attivazione di STAT-1 e 
NF-kB indotta dalla miscela di tre citochine, sia nelle isole di ratto che in 
quelle umane (Novelli et al. 2013). Inoltre, nelle isole isolate, il SJW e 
l'iperforina contrastano il decremento funzionale e la minore espressione di 
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mRNA di geni bersaglio pro-infiammatori quali iNOS, CXCL9, CXCL10, COX2 
(Novelli et al. 2013). Infine, è stato evidenziato che l'incremento dell'apoptosi 
e della necrosi, conseguente ad un'esposizione alla miscela di citochine per 
48 ore, viene prevenuto completamente dal SJW e parzialmente 
dall'iperforina. (Novelli et al. 2013). 
Gli studi ai quali ho partecipato durante il mio tirocinio si sono proposti di 
esplorare in dettaglio l'andamento temporale dell'inibizione determinata da 
SJW e HPF dell'attivazione di STAT-1 indotta da citochine in cellule INS-1E. 
Negli studi precedenti, le cellule INS-1E venivano incubate in presenza delle 
sostanze vegetali (solitamente 30 min) prima dell'aggiunta della miscela di 
citochine. Abbiamo voluto quindi valutare se l'effetto inibitorio si 
evidenziasse anche quando SJW e HPF venivano aggiunte al mezzo di 
incubazione insieme alla miscela di citochine o dopo di essa. Inoltre, abbiamo 
voluto esplorare se l’effetto inibitorio su l'attivazione di STAT-1, si verificasse 
anche quando, dopo un periodo di incubazione con SJW e HPF, questi fossero 
tolti prima dell'aggiunta delle citochine. 
Altri esperimenti a cui ho partecipato erano volti a valutare la capacità 
dell'estratto di Hypericum Perforatum e del suo componente iperforina di 
contrastare gli effetti delle citochine sull’espressione di rilevanti geni 
bersaglio di STAT-1 e NF-kB sia funzionali e differenziativi, sia coinvolti nella 
regolazione  dell'apoptosi. 
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Questi studi nel loro complesso si sono proposti di dare un contributo alla 
soluzione del problema finora irrisolto della prevenzione, o almeno della 
limitazione, della distruzione delle cellule produttrici di insulina che conduce 
allo sviluppo di diabete di tipo 1. 
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Capitolo 6 
 
Materiali e Metodi 
 
6.1 Colture cellulari 
 
6.1.1 La linea cellulare di insulinoma di ratto (INS-1E) 
 
La linea cellulare INS-1E è stata ottenuta mediante isolamento di cellule 
clonali dalle parentali INS-1 derivanti da insulinoma di ratto, indotto da 
irraggiamento con raggi X (Skelin et al. 2010), e fornita ai nostri laboratori dal 
Prof. C.B. Wollheim, Università di Ginevra, Svizzera. Le cellule INS-1E 
risultano possedere capacità fondamentali per l’utilizzo in vitro quali il 
mantenimento di un fenotipo stabilmente differenziato, anche oltre i 116 
passaggi, e la capacità di secernere insulina in risposta ad elevate 
concentrazioni di glucosio (Asfari et al. 1992). 
Le cellule sono state coltivate in mezzo di coltura RPMI 1640 supplementato 
con HEPES 10 mM, 10% siero bovino fetale (FCS), L-glutammina 2 mM, β-
mercaptoetanolo 50 μM, sodio piruvato 1 mM, antibiotici (100 U/ml 
penicillina e 100 μg/ml streptomicina) e mantenute a 37°C in incubatore con 
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atmosfera umidificata e contenente CO₂ al 5% (Asfari et al. 1992). Questa 
linea cellulare ha bisogno di β-mercaptoetanolo nel mezzo di coltura per 
propagarsi e mantenere molte caratteristiche funzionali importanti (Asfari et 
al. 1992). 
 
6.1.2 Colture INS-1E 
 
Le cellule INS-1E, mantenute in azoto, sono state scongelate velocemente a 
bagnomaria e sospese nel mezzo di coltura, in modo da disattivare il DMSO 
che potrebbe altrimenti ostacolare la crescita cellulare. Dopo aver 
centrifugato la sospensione cellulare a 1200 rpm per 5 minuti, le cellule sono 
state poste in piastre Petri ed incubate per 3 o 4 giorni fino a formare un 
monostrato aderente e con un grado del 70-80% di confluenza. 
Dopo un primo passaggio in coltura, le cellule INS-1E sono state tripsinizzate 
(tripsina 0,5 g/l; EDTA 0,2 g/l), sospese in terreno, contate in camera di 
Burker, utilizzando un colorante vitale (Trypan Blue) ed amplificate per 
ottenere: 
 una serie da congelare in azoto, con terreno di coltura contenente 
30% FCS e 10% DMSO, in modo da avere a disposizione uno stock per 
ulteriori esperimenti; 
 una serie per il mantenimento in coltura; 
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 una serie utilizzata per gli esperimenti. 
Per gli esperimenti, le cellule sono state seminate ad una concentrazione 
variabile secondo il protocollo (4-5 ∙ 10⁶  cellule/PD 6 cm di diametro e 7 ∙ 
10⁶ cellule/PD 10 cm di diametro), 48 ore prima della realizzazione 
dell’esperimento con le sostanze vegetali SJW e HPF e la miscela di citochine 
(IL-1β 50 U/ml, IFN-γ 400 U/ml, TNF-α 100 U/ml). 
Al termine del periodo di incubazione le piastre sono state esaminate al 
microscopio ottico per valutare l’eventuale effetto citotossico delle sostanze. 
Successivamente le cellule sono state staccate dalle piastre Petri, con 
“scraper”, centrifugate a 1300 rpm per 5 minuti, e lavate con PBS freddo. Il 
pellet cellulare è stato congelato a -80 C.  I campioni così preparati sono stati 
utilizzati per analizzare l’espressione genica tramite PCR e l’attivazione 
proteica attraverso il saggio EMSA (Electrophoretic mobility shift assay). 
 
6.2 Estratti vegetali  
 
6.2.1 SJW e HPF 
 
L’estratto di iperico (SJW) è stato fornito da Aboca (Sansepolcro, Arezzo, 
Italia). Il contenuto di tale estratto è standardizzato e “titolato” mediante 
HPLC, almeno per i componenti principali: quello utilizzato nei nostri studi 
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contiene 0,119% di ipericina e 25,699% di iperforina. L’estratto d’iperico è 
stato sciolto in DMSO. Le soluzioni concentrate Stock solution 20 mg/ml 
DMSO e/o le diluizioni appropriate delle sostanze vegetali sono state 
preparate fresche per ogni esperimento, essendo sostanze facilmente 
degradabili, e protette dalla luce a causa della loro fotosensibilità. 
L’iperforina (HPF, Sigma) è stata sciolta in etanolo alla concentrazione di 465 
µM. 
 
6.2.2 Valutazione della vitalità in cellule INS-1E 
 
Mediante l’utilizzo del kit “CellTiter-Blue®” (Promega), che fa uso di un 
sistema fluorimetrico, è stato possibile stimare la vitalità cellulare, quale 
indice di proliferazione e di citotossicità di sostanze, delle INS-1E, sottoposte 
a diverse tipologie di estratti delle sostanze vegetali quali SJW e HPF. Questo 
metodo utilizzato prevede l’utilizzo della resazurina che viene ridotta in 
resorufina quando le cellule sono metabolicamente attive: le capacità di 
assorbimento di luce del reagente cambiano una volta che la resazurina (blu, 
lunghezza d’onda eccitazione 605 nm), con una lieve proprietà intrinseca di 
fluorescenza, viene ridotta a resorufina (rosa, lunghezza d’onda eccitazione 
579 nm), altamente fluorescente. Le cellule vitali riducono facilmente la 
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resazurina in resorufina determinando  il viraggio del colore della soluzione 
da blu a rosa, che è stato successivamente quantificato al fluorimetro. 
Le cellule vengono seminate alla concentrazione di 20000 cellule/100μl/well 
in piastre da 96 pozzetti bianche. Dopo 48 ore, le cellule vengono messe in 
contatto con le sostanze protettive (SJW e HPF), a varie concentrazioni per 
30 minuti prima di aggiungere 10 µl di AlamarBlu a concentrazione 0,1 
mg/ml ad ogni pozzetto. Infine, è stata misurato il livello di fluorescenza 
dopo 2, 4, 6 e 24 ore di esposizione delle cellule alle sostanze vegetali. La 
percentuale di riduzione della resazurina è stata calcolata come segue (dove 
FI è l’intensità di fluorescenza): 
 
 
 
6.3 Espressione genica 
 
6.3.1 Estrazione RNA totale 
 
Per l'estrazione del RNA totale è stato utilizzato il kit “RNeasy Mini Kit®” 
(Qiagen), attraverso il quale è possibile purificare ed impiegare l’RNA 
messaggero per studiare i livelli di espressione genica nelle cellule INS-1E, 
che prevede l’utilizzo di colonne contenenti una membrana in grado di 
 
Differenza percentuale tra =  FI agente testato       x 100 
cellule trattate e di controllo     FI controllo non trattato 
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trattenere l’RNA. Il pellet di cellule INS-1E è stato fatto scongelare 
lentamente in ghiaccio, successivamente è stato aggiunto il “buffer RLT”, 
necessario per ottenere il lisato cellulare, ed il tutto è stato opportunamente 
omogeneizzato meccanicamente con siringa per 5 volte. Alla soluzione è 
stato aggiunto un uguale volume di etanolo 70% e successivamente agitata 
vigorosamente per mescolare le due fasi. La miscela è stata poi trasferita 
nell’apposita colonna del kit posta all’interno di un tubo da centrifuga e 
sottoposta a centrifuga di 8000 g per 15 secondi. L’RNA trattenuto sulla 
colonna è stato lavato con il tampone “RW1” e successivamente con il 
secondo tampone “RPE”. Dopo aver trasferito la colonna in un nuova 
provetta Eppendorf, l’RNA è stato eluito aggiungendo  direttamente 50 μl di 
acqua “RNase free” sulla membrana della colonna che è stata centrifugata a 
8000 g per 1 minuto. 
 
6.3.2 Quantificazione RNA totale 
 
I campioni di RNA totale ottenuti sono stati quantificati con il “Nano-Drop” al 
fine di: 
 ricavare la concentrazione di RNA estratto tramite il valore di 
assorbimento alla lunghezza d'onda di 260 nm; 
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 valutare indicativamente il grado di purezza della preparazione: un 
rapporto di assorbimento tra 260 e 280 nm >1,7 indica un buon 
contenuto di acidi nucleici (principalmente RNA) rispetto al contenuto 
di proteine. 
 
6.3.3 Retrotrascrizione RNA 
 
Per la reazione di retrotrascrizione è stato utilizzato il “iScript Reverse 
Transcription kit®” (Bio-Rad) che, grazie all’attività della trascrittasi inversa, è 
in grado di sintetizzare una molecola di cDNA usufruendo di un filamento di 
RNA come stampo. La quantità di 1 µg RNA impiegata per la reazione, per 
ogni campione, è stata portata ad un volume di 15 μl con H₂O RNase free. Ad 
ogni campione sono stati aggiunti 4 μl di 5x iScript reaction mix e 1 μl di 
iScript Reverse Transcriptase Mix. La reazione avviene mediante una prima 
incubazione a 25°C per 5 minuti, una seconda incubazione a 45°C per 30 
minuti seguita, infine, da una fase di inattivazione dell’enzima a 85°C per 5 
minuti. 
I campioni di cDNA così ottenuti sono stati conservati a -20°C per procedere, 
successivamente, all’analisi dell’espressione genica tramite quantitative-PCR 
(Real Time-PCR). 
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6.3.4 PCR Quantitativa (Real Time-PCR) 
 
La Real-Time PCR è una tecnica che consente la simultanea amplificazione e 
quantificazione del DNA stampo attraverso il monitoraggio in tempo reale 
dell’intensità di fluorescenza che si libera dal prodotto di amplificazione 
durante la reazione a catena della DNA polimerasi: questo risulta possibile 
mediante l’impiego di marcatori fluorescenti (Sybr Green) , il cui accumulo, a 
livello del prodotto di reazione, segue la stessa cinetica della PCR. Il 
colorante fluorescente, intercalato nel DNA a doppio filamento ed eccitato 
da una luce laser, emette energia luminosa ad una specifica lunghezza 
d’onda. La luce raccolta ed analizzata da uno spettrografo viene poi 
convogliata in una telecamera CCD, che integra il segnale e lo converte in un 
dato numerico che viene conservato dal softwear, gestito da un personal 
computer interfacciato al termociclatore. 
La miscela di reazione che è stata applicata comprende: 
 5 μl di cDNA, diluito 1:50 
 10 μl di QuantiFast Sybr® Green (Qiagen) (contenente Taq polimerasi, 
dNTPs, buffer, sonda) 
 1μl di primer senso (soluzione 10 μM) 
 1μl di primer antisenso (soluzione 10 μM) 
 H₂O fino ad arrivare ad un volume di 20 μl. 
57 
 
Per l’amplificazione è stato utilizzato il programma come da Tab. 6.1 
 Temperature Time Cycle 
Number 
Hot Start 95°C 5 min 1 
Amplification 
95°C 15 sec 
Variabile 
(40) 
°C  primer 
30 sec 
72°C 10 sec 
Meltin Curve 
95°C 5 sec 1 
65°C 1 min 
Cooling 
40°C 10 min 
1 
 
Tab. 6.1 : Programma di amplificazione Real Time-PCR. 
 
Housekeeping Gene 
 
Per poter quantificare l’espressione genica di un campione è necessario 
disporre di uno “standard interno”, un riferimento, che non varia durante il 
trattamento, rappresentato da un gene diverso dal gene di interesse, ed 
espresso costitutivamente nel campione e nel controllo. Tali geni costitutivi, 
denominati housekeeping, sono caratterizzati dal fatto che la loro 
espressione segue l’attività trascrizionale della cellula: ne consegue che la 
quantità di RNA e quindi di cDNA utilizzato quale DNA stampo è ad essa 
proporzionale. 
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In questo senso, prima di valutare la differenza tra i cicli di amplificazione 
(CT ) del gene di interesse nel campione e nel controllo, è stato necessario 
determinare per ciascuno i valori di CT  del gene housekeeping, che nel 
nostro caso è la β-actina. Calcolati tali valori, si può procedere alla 
determinazione dell’espressione. 
 
Controllo PCR 
 
Per evidenziare eventuali contaminazioni da DNA nei reagenti necessari per 
l'amplificazione genica è stato eseguito un controllo negativo per ogni 
reazione, detto bianco, e contenente H₂O in cui erano presenti tutti i 
componenti tranne il cDNA. 
 
Metodo Pfaffl di quantificazione relativa 
 
Dopo che i valori dei cicli di amplificazione (CT) e delle efficienze sono stati 
misurati ed estrapolati dall’apparecchio sono stati utilizzati per determinare 
il livello di espressione dei geni target rapportati al calibratore con il metodo 
Pfaffl. 
 Questo metodo di 
compara i CT dei controlli e de
le relative efficienze delle coppie di primers u
∼ i CT e le efficienze dei geni target di ogni campione
rapportati ai C
∼ i CT e le efficienze dei geni housekeeping di ogn
sono stati rapportati ai 
controllo; 
∼ infine, i dati ottenuti dai
calcolo finale: 
 
Primer utilizzati 
 
I primers utilizzati per lo studio dei 
Foxo1), differenziativi (Pdx1 e Pax6), anti
pro-apoptotici (DP5, PUMA, Bim, Bax e Bak),
descritto di seguito: 
 è stata scaricata dalla banca dati 
dei trascritti dei geni d'interesse
quantificazione relativa dell’amplificazione di DNA 
i campioni degli esperimenti tenendo 
sati:  
 
T   ed efficienze ottenuti nei campioni di controllo
i campione
CT  ed efficienze ottenuti nei
 suddetti rapporti sono stati i
 
trascritti dei geni funzionali (INS1 e 
-apoptotici (Bcl-2, Bcl
 sono stati disegnati come 
(GeneBank) la sequenza nucleotidica 
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; 
 trattato 
 campioni di 
mpiegati per il 
-XL e Mcl-1) e 
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 le varie sequenze sono state allineate e analizzate mediante il 
software CLUSTAL v1.61 
 sulla base delle sequenze specifiche sono stati scelti dei primer della 
lunghezza di circa 20 nucleotidi utilizzando il software OLIGO 
(disponibile in rete), seguendo i seguenti criteri: 
∼ mantenere un contenuto di guanina e citosina ≥ 50% 
∼ evitare sequenze che formino strutture stabili (loops) al 3' 
∼ evitare che i primer abbiano sequenze tali da appaiarsi tra 
loro riducendo così l'efficienza di amplificazione. 
Animale 
Gene 
Target 
Sequenza Primers 
Tm 
(°C) 
Ratto β-Actin 
r-β-Actin S:   5’-  CCC CAT TGA ACA CGG CAT T-3’ 
62°C 
r-β-Actin AS:  5’- CAT CTT TTC ACG GTT GGC CTT A -3’ 
Ratto INS1 
r-INS1 S:  5’- GTT TCT TCT ACA CAC CCA AGT CC -3’ 
55°C 
r-INS1 AS:  5’- CCA CAA TGC CAC GCT TCT G -3’ 
Ratto Foxo1 
r-Foxo1 S:  5’- TCA GGC TAG GAG TTA GTG AGC A -3’ 
58°C 
r-Foxo1 AS:  5’- GGG GTG AAG GGC ATC TTT -3’ 
Ratto Pdx1 
r-PDX1 S:    5’- CAC CTC CAC CAC CAC CTC -3’ 
54°C r-PDX1 AS:  5’- CGG TTC TGCT GCG TAT GC -3’ 
Ratto Pax6 
r-Pax6 S:    5’- GCT TGG TGG TGT CTT TGT C -3’ 
58°C r-Pax6 AS:    5’- TTA CTG CCT CCG ATT GCC -3’ 
Ratto Bcl-2 
r-BCL2 S:    5’- CCT GGC ATC TTC TCC TTC -3’ 
52°C 
r-BCL2 AS:  5’- GCT GAC TGG ACA TCT CTG -3’ 
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Ratto Bcl-XL 
r-BCL-XL S:    5’- TGA CCA CCT AGA GCC TTG GA -3’ 
58°C 
r-BCL-XL AS:  5’- TTC CCG TAG AGA TCC ACA AAA -3’ 
Ratto Mcl-1 
r-MCL1 S:    5’- CTA CTG GAG CGC GTG AGC -3’ 
58°C r-MCL1 AS:  5’- GGT ACA GCT CGT CGT CTT CC -3’ 
Ratto DP5 
r-DP5 S:    5’- TGG CTT TGC CTG TTA GCT AGT -3’ 
58°C r-DP5 AS:  5’- ACC CCT GTG TTT GGA GTT CA -3’ 
Ratto PUMA 
r-PUMA S:    5’- CAT GGG ACT CCT CCC CTT AC -3’ 
58°C r-PUMA AS:  5’- CAC CTA GTT GGG CTC CAT TT -3’ 
Ratto Bim 
r-Bim S:    5’- AGA TCT GCG CCC AGA GAT AC -3’ 
58°C r-Bim AS:  5’- CTT CCG CCT CTC GGT AAT C -3’ 
Ratto Bax 
r-Bax S:    5’-  GTG AGC GGC TGC TTG TCT-3’ 
58°C 
r-Bax AS:  5’-  GTG GGG GTC CCG AAG TAG-3’ 
Ratto Bak 
r-Bak S:    5’-  TCA AAC TGC TGG GCC ATT -3’ 
58°C 
r-Bak AS:  5’- GGG TAC CCT CAC TTG TCA CC -3’ 
 
Tab. 6.2 : Sequenze di primers e temperature di melting (Tm) per analisi di RT-qPCR. 
 
6.4 Attivazione proteica 
 
6.4.1 Preparazione dell’estratto nucleare 
 
Gli estratti nucleari sono stati ottenuti secondo la metodica di Dignam 
(Dignam et al. 1983). I pellet congelati di cellule INS-1E sono stati risospesi in 
un tampone buffer ipotonico A (10 mM KCl; 10 mM Hepes, pH 7,9, 0,5% 
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Nonidet P-40 (NP-40), 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 0,1 mM 
EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM ditiotreitolo (DTT), 0,2 mM Na3VO4) contenente 
un cocktail di inibitori di proteasi tra cui leupeptina e aprotinina (Roche), 
incubati in ghiaccio per 10 minuti e accuratamente mescolati. I nuclei sono 
stati sedimentati per centrifugazione a 12000 g per 10 minuti a 4°C. In 
questo modo sono state separate due fasi: il sopranatante, l’estratto 
citoplasmatico, può essere utilizzato per eventuali indagini delle proteine 
contenute nel citoplasma; mentre il pellet, contenente i nuclei e le 
membrane cellulari, è stato sospeso in 15 μl di tampone ipertonico B (400 
mM NaCl, 20 mM Hepes, pH 7,9, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 
mM DTT, 0,2 mM Na3VO4), contenente un cocktail di inibitori di proteasi tra 
cui leupeptina e aprotinina (Roche), e incubato per 15 minuti a 4°C, agitato 
vigorosamente e centrifugato a 12000 g per 10 minuti. Il sopranatante, 
l’estratto nucleare, contenente i fattori di trascrizione nucleari tra cui STAT-1 
e NF-kB è stato conservato a –80°C ed è stato impiegato per lo sviluppo del 
saggio EMSA. 
 
6.4.2 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 
L’EMSA è un saggio di mobilità elettroforetica impiegato per studiare le 
interazioni tra presunti fattori di trascrizione e i possibili oligonucleotidi da 
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essi legati. Gli estratti nucleari (10 µg per campione) sono stati incubati a 
temperatura ambiente per 20 min con un oligonucleotide a doppio filamento 
marcato con 32P, contenente la sequenza di legame al DNA specifica per il 
fattore di trascrizione STAT-1 (nota come sis-inducible factor recognition 
element SIE/m67) proveniente dal promotore c-fos (5’-
gtcgaCATTTCCCGTAAATCg-3’) (Promega), in una miscela di reazione di 15 µl 
contenente 20 mM Hepes, pH 7,9, 50 mM KCl, 10% glicerolo, 0,5 mM DTT, 
0,1 mM EDTA, 2 µg di poli(dI-dC)  e 1 µg di DNA di sperma di salmone. I 
prodotti della reazione sono stati separati su un gel di poliacrilamide non 
denaturante al 5% in TBE (tampone Tris-Borato-EDTA 0,5x).  
Il gel è stato essiccato ed esposto overnight a lastra radiografica a –80°C, per 
la rilevazione delle bande. 
 
6.4.3 Valutazione apoptosi  
 
Per analizzare i livelli di attività della Caspasi-3, che ha un ruolo chiave nel 
processo apoptotico, nelle cellule INS-1E è stato utilizzato il “Caspase-Glo® 
3/7 Assay” (Promega). Le cellule INS-1E, alla concentrazione cellulare 
20000cell/50µl/well, sono state seminate in piastre da 96 well, trattate con 
le sostanze protettive (SJW e HPF) in presenza del mix del citochine (IL-1β + 
IFN-γ + TNF-α), e incubate per 6 ore. Successivamente alle cellule è stato 
64 
 
aggiunto 50 μl/well del reagente (Caspase-Glo® 3/7), in egual volume al 
terreno di coltura e lette utilizzando il luminometro GloMax® 96 Microplate. 
Il reattivo contiene un substrato pro-luminescente dotato di sequenza 
tetrapeptidica DEVD in grado di essere identificata, come sequenza 
bersaglio, dalla caspasi-3. Le cellule lisate, quindi, rilasciano nel mezzo le 
caspasi-3 che vanno a legarsi al substrato, processando la sequenza DEVD 
legata all’aminoluciferina. L’ossidazione della luciferina a luciferasi produce 
un composto luminoso, la cui intensità è stata misurata, ed è risultata essere 
proporzionale all’attività delle caspasi-3. 
 
6.5 Analisi statistica 
 
I risultati sono espressi come media ± ESM. La significatività statistica è stata 
valutata mediante analisi della varianza (ANOVA), seguita da test di Turkey-
Kramer come metodo di analisi post-hoc per stabilire le differenze tra coppie 
di dati, utilizzando il programma GraphPad Instat. Un valore di p < 0,05, 
almeno, è stato considerato significativo. 
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Capitolo 7 
 
Risultati 
 
7.1 Effetto dell’estratto di SJW e dell’HPF sulla vitalità cellulare 
 
In primo luogo abbiamo voluto valutare che le sostanze vegetali non fossero 
tossiche per le cellule INS-1E alle concentrazioni e per i tempi di esposizione 
che avremmo utilizzato nei nostri esperimenti.  Tale necessità nasceva dal 
fatto che l’estratto di SJW utilizzato ci veniva fornito da una diversa ditta e 
presentava una composizione diversa da quella usata in precedenza. La 
vitalità delle cellule INS-1E è stata valutata utilizzando il metodo di 
colorazione con l’AlamarBlu, che consente di stimare la vitalità delle cellule 
misurando la loro capacità metabolica senza interferire sulla loro integrità e 
permettendo perciò di monitorarle più volte durante la coltura. 
In Fig. 7.1 è mostrata la vitalità di cellule INS-1E esposte a diverse 
concentrazioni di SJW (da 0,2 μg/ml a 5 μg/ml) e HPF (da 0,5 μM a 3 μM) per 
2, 4, 6 e 24 ore. Entrambe le sostanze vegetali non determinano, nel range di 
concentrazioni utilizzate, significative diminuzioni della vitalità cellulare ai 
tempi studiati. 
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Fig. 7.1: Effetto dell’estratto di SJW e dell’HPF sulla vitalità nelle cellule INS-1E. La 
vitalità è stata misurata usando la riduzione della resazurina a resorufina. Le cellule 
INS-1E sono state incubate in piastre da 96 pozzetti in presenza di diverse 
concentrazioni di SJW (0,2; 0,5; 1; 2 e 5 µg/ml) e di HPF (0,5; 1, 2 e 3 µM). Dopo 30 
minuti di incubazione è stato aggiunto AlamarBlu. La fluorescenza è stata letta dopo 
2, 4, 6 e 24 ore di esposizione ai protettori. 
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7.2 Andamento temporale dell’inibizione di STAT-1 determinata da SJW e 
HPF in cellule INS-1E 
 
Abbiamo voluto indagare se l’inibizione dell’attivazione di STAT-1 indotta da 
citochine, persistesse variando il momento in cui aggiungevamo le sostanze 
protettive alla coltura di cellule INS-1E rispetto la miscela di citochine.  
Come mostrato in Fig. 7.2 l’estratto di SJW (5 μg/ml) inibisce completamente 
l’attivazione di STAT-1 indotta dalla miscela di citochine (IFN-γ 400 U/μl; IL-
1β 50 U/μl; TNF-α 100 U/μl) quando introdotto 30 min prima delle citochine.  
Sorprendentemente l’inibizione di STAT-1 si verifica anche quando la 
sostanza vegetale viene aggiunta insieme o 15 minuti dopo le citochine, 
anche se la sua entità è lievemente minore.  Quando il SJW è utilizzato a 
concentrazione inferiore (2 μg/ml), l’effetto inibitorio ha lo stesso 
andamento, ma di minore entità. 
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Anche l’HPF è in grado di inibire l’attivazione di STAT-1 indotta dalla nostra 
miscela di citochine quando aggiunto prima e tale effetto persiste,anche se 
di minore entità, quando aggiunta contemporaneamente o 15 minuti dopo 
(Fig. 7.3).  
 
Fig. 7.2: Effetti del SJW sull’attivazione di STAT-1 indotta da citochine in cellule 
INS-1E. SJW (2 µg/ml e 5 µg/ml) è stato aggiunto alle cellule INS-1E 30 min 
prima, simultaneamente o 15 min dopo la miscela di citochine (IFN-γ 400 U/ml + 
IL-1β 50 U/ml + TNF-α 100 U/ml) per un periodo di incubazione di 1 h. L’estratto 
nucleare (10 μg) da lisato cellulare è stato utilizzato per sviluppare il saggio 
EMSA dopo incubazione con oligonucleotide double-strand 32P-legato il quale 
riconosce la sequenza consenso per STAT-1. 
 
  
 
 
 
In Fig. 7.3 mostra anche l’effetto di SJW sull’attivazione di STAT
l’andamento è simile a quello d
pressoché completa 
o 15 minuti dopo le citochine.
Le Fig. 7.4 e 7.5 mostrano la sintesi derivante da molti esperimenti simili a 
quelli riportati in Fig. 7.2 e 7.
Fig. 7.3: Effetti dell’estratto di SJW e HPF sull’attivazione di STAT
citochine in cellule INS
INS-1E 1 h prima, simultaneamente o 15 min dopo la miscela di citochine (IFN
U/ml + IL-1β 50 U/ml + TNF
L’estratto nucleare (10 μg) da lisato cellulare 
EMSA dopo incubazione con oligonucleotide double
riconosce la sequenza consenso per STAT
ella figura precedente, ma l’inibizione è 
anche quando il composto vegetale è aggiunto insieme 
 
3.  
-1E. SJW (5 μg/ml) e HPF (1 μM) sono stati aggiunti alle cellule 
-α 100 U/ml) per un periodo di incubazione di 1 h. 
è stato utilizzato per sviluppare il saggio 
-strand 
-1.  
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Fig. 7.4: Effetti dell’estratto di SJW sull’attivazione di STAT-1 indotto da citochine in 
cellule INS-1E in funzione della dose e del tempo di introduzione della sostanza. SJW 
(2 μg/ml e 5 μg/ml) è stato aggiunto al mezzo di coltura delle INS-1E 2 h, 1 h, 30 min 
prima, contemporaneamente e 15 min, 30 min dopo la miscela di citochine. Dopo 60 
min di esposizione alle citochine, le cellule sono state raccolte ed il loro estratto 
nucleare è stato utilizzato per valutare l’attivazione di STAT-1 mediante EMSA. I dati 
mostrano la media ± ESM di 4 osservazioni separate.  
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L’estratto di SJW inibisce completamente l’attivazione di STAT-1 indotta da 
citochine quando aggiunto prima (2 ore, 1 ora o 30 min) di esse, mentre tale 
effetto si riduce lievemente quando aggiunto 15 o 30 minuti dopo la miscela 
(Fig. 7.4). L’inibizione sembra essere lievemente inferiore quando il SJW è 
usato a concentrazione più bassa (2 μg/ml). 
La Fig. 7.5 mostra che, anche quando abbiamo utilizzato l’iperforina come 
agente protettivo, l’effetto inibitorio su STAT-1 permane anche quando il 
componente vegetale è introdotto simultaneamente o successivamente al 
trattamento con citochine, similmente a quanto osservato con SJW. Anche 
per l’iperforina si evidenzia un effetto inibitorio maggiore per la dose più 
alta. 
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Fig. 7.5: Effetti di HPF sull’attivazione di STAT-1 indotto da citochine in cellule 
INS-1E in funzione della dose e del tempo di introduzione della sostanza. HPF (0,5 
e 1 μM)  è stato aggiunto al mezzo di coltura delle INS-1E 2 h, 1 h, 30 min prima, 
contemporaneamente e 15 min o 30 min dopo la miscela di citochine. Dopo 1 h di 
esposizione alle citochine, le cellule sono state raccolte ed il loro estratto nucleare 
è stato utilizzato per valutare l’attivazione di STAT-1 mediante EMSA. I dati 
mostrano la media ± ESM di 4 osservazioni separate. 
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Ci siamo dunque domandati quale fosse il massimo intervallo di tempo tra 
l’aggiunta della miscela di citochine alle cellule iNS-1E e quella delle sostanze 
protettive che ci permettesse di evidenziare ancora l’effetto inibitorio 
sull’attivazione di STAT-1.   
La Fig. 7.6 mostra che il SJW (2 μg/ml) inibisce l’attivazione di STAT-1 se 
aggiunto insieme o dopo 30 min, seppure in maniera assai minore a quanto 
osservato negli esperimenti precedenti, mentre l’effetto inibitorio si 
affievolisce notevolmente quando la sostanza vegetale è aggiunta 60 o 90 
minuti dopo le citochine.  
Invece, l’iperforina sembra mantenere un buon effetto inibitorio su STAT-1 
anche quando aggiunta 60 minuti dopo la miscela di citochine, effetto che si 
riduce notevolmente dopo 90 minuti.  
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Abbiamo, poi, voluto verificare se l’inibizione dell’attivazione di STAT-1 
determinata dall’iperico e dall’iperforina nelle cellule INS-1E richiedesse 
necessariamente la continua presenza dell’estratto vegetale nel mezzo 
d’incubazione o se l’effetto inibitorio si ottenesse anche quando la sostanza 
Fig. 7.6: Effetti dell’estratto di SJW e HPF sull’attivazione di STAT-1 indotta da 
citochine in cellule INS-1E. SJW (2 µg/ml) e HPF (2 µM) sono stati aggiunti alle 
cellule INS-1E 2 h prima, simultaneamente, 30 min, 60 min, 90 min dopo la miscela 
di citochine (IFN-γ 400 U/ml + IL-1β 50 U/ml + TNF-α 100 U/ml) per un periodo di 
incubazione di 2 h. L’estratto nucleare (10 μg) da lisato cellulare è stato utilizzato 
per sviluppare il saggio EMSA dopo incubazione con oligonucleotide double-strand 
32P-legato il quale riconosce la sequenza consenso per STAT-1.  
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vegetale veniva rimossa prima dell’esposizione a citochine. Pertanto, in 
alcuni esperimenti, dopo una pre-incubazione di durata variabile con 
l’estratto di SJW o l’HPF, il mezzo è stato rimosso e, dopo lavaggio, è stato 
aggiunto mezzo di coltura fresco, contenente le citochine ma senza le 
sostanze protettive.  
I risultati in Fig. 7.7 mostrano che, quando l’iperico viene rimosso durante 
l’incubazione con citochine (corsia 4, 6, 9, 11), si ha ancora un’inibizione 
dell’attivazione di STAT-1, ma di entità minore rispetto a quando esso è 
presente sia nel periodo di pre-incubazione che durante l’incubazione. 
L’effetto inibitorio è dose dipendente e migliora aumentando il tempo di 
pre-incubazione con le sostanze vegetali. 
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La Fig. 7.8 mostra che anche l’iperforina continua ad inibire l’attivazione di 
STAT-1 quando rimossa prima dell’aggiunta delle citochine, e l’effetto è 
migliore aumentando il tempo di pre-incubazione in presenza della sostanza 
protettiva. 
Fig. 7.7: Effetti dell’attivazione di STAT-1 indotto da citochine in seguito 
all’esposizione di SJW nelle cellule INS-1E. Le INS-1E sono state pre-incubate 
con SJW alle concentrazioni 2 µg/ml e 5 μg/ml per 7 h o 30 min, e 3 h o 30 min 
rispettivamente. Le cellule sono state esposte per 1 h alla miscela di citochine 
(IFN-γ 400 U/ml + IL-1β 50 U/ml + TNF-α 100 U/ml) in presenza o assenza, a 
causa del lavaggio, delle sostanze protettive. Le cellule sono state raccolte ed il 
loro estratto nucleare è stato utilizzato per valutare l’attivazione di STAT-1 
mediante EMSA.  
 Sorprendentemente, l’iperforina preserva un buon effetto protettivo, 
seppure ridotto rispetto ai
dal mezzo si attende 1 ora prima di aggiungere le citochine.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7.8: Effetti dell’attivazione di STAT
all’esposizione di HPF nelle cellule INS
mezzo di coltura delle cellule INS
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contenente la miscela di citochine con o senza HPF, immediatamente o 1 h 
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7.3 Valutazione dell’espressione genica 
 
Abbiamo quindi voluto valutare se l'estratto di Hypericum Perforatum e il suo 
componente iperforina fossero in grado di contrastare gli effetti delle 
citochine sull’espressione di rilevanti geni bersaglio di STAT-1 e NF-kB sia 
funzionali e differenziativi, sia coinvolti nella regolazione dell'apoptosi. 
In primo luogo abbiamo studiato l’espressione genica di alcuni geni 
funzionali e differenziativi. La Fig. 7.9 mostra che la miscela di citochine 
utilizzata diminuisce significativamente l’espressione del gene funzionale 
INS1, mentre sia il SJW che l’iperforina ne riconducono l’espressione ai livelli 
del controllo in maniera significativa. L’espressione dei geni implicati nel 
differenziamento e nella funzionalità PDX1, Pax6 e Foxo1 viene 
significativamente ridotta nel caso del trattamento con la miscela di 
citochine, mentre sia il SJW che l’iperforina prevengono tale decremento, 
preservando i livelli dei controlli. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7.9: Effetti dell’estratto di SJW e HPF sull’espressione indotta da citochine dei geni 
funzionali e differenziativi in cellule INS
terreno RPMI (IFN-γ 400 U/ml + IL
µg/ml) o HPF (2 µM), l’RNA totale delle cellule è stato estratto e analizzato mediante real 
time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene housekeeping actina. I dati sono espressi 
come la variazione della media ± DS dei geni anche comparati con i corrispondenti 
controlli non trattati. 
*p<0.05 rispetto al controllo; § p<0.05 rispetto al trattamento con citochine (MIX).
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In secondo luogo abbiamo studiato l’espressione genica di proteine anti-
apoptotiche: la Fig. 7.10 mostra che l’espressione di Bcl-2 diminuisce 
significativamente in presenza delle tre citochine ed entrambe le sostanze 
vegetali contrastano tale effetto preservando i livelli dei controlli. Bcl-XL non 
modifica la sua espressione per effetto delle citochine, ma l’estratto di 
iperico e l’HPF determinano un aumento dell’espressione significativo 
rispetto ai controlli. Infine, MCL1 non viene influenzato in maniera 
significativa né dalla miscela di citochine né dai protettori. 
Infine, abbiamo preso in esame le proteine pro-apoptotiche, ed abbiamo 
studiato alcune proteine che intervengono nelle fasi precoci del processo 
(DP5, PUMA, Bim) ed altre che intervengono nelle fasi tardive (Bax e Bak). 
La miscela di citochine determina un notevole aumento nell’espressioni di 
DP5, PUMA e Bim e le sostanze vegetali prevengono completamente tale 
effetto mantenendo i livelli dei controlli (Fig. 7.11).  
Anche l’espressione di Bak è significativamente aumentata dalle citochine e 
mantenuta a livello dei controlli quando le cellule INS-1E sono incubate in 
presenza di SJW e HPF. Bax, invece, non viene significativamente influenzato 
né dalle citochine né dalle sostanze protettive. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7.10: Effetti dell’estratto SJW e HPF s
anti-apoptotici in cellule INS
RPMI (IFN-γ 400 U/ml + IL
o HPF (2 µM), l’RNA totale delle cellule è s
time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene housekeeping actina. I dati sono 
espressi come la variazione della media ± DS dei geni anche comparati con i 
corrispondenti controlli non trattati.
*p<0.05 vs. controlli; § p<0.05 vs. trattamento con citochine (MIX). 
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Fig. 7.11: Effetti dell’estratto SJW e HPF sull’espressione indotta da citochine 
di geni pro-apoptotici  in cellule INS-1E. Dopo 6 h di esposizione alle citochine 
in terreno RPMI (IFN-γ 400 U/ml + IL-1β 50 U/ml + TNF-α 100 U/ml), con o 
senza SJW (5 µg/ml) o HPF (2 µM), l’RNA totale delle cellule è stato estratto e 
analizzato mediante real time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene 
housekeeping actina. I dati sono espressi come la variazione della media ± DS 
dei geni anche comparati con i corrispondenti controlli non trattati. 
*p<0.05 rispetto al controllo; § p<0.05 rispetto al trattamento con citochine 
(MIX). 
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7.4 Valutazione dell’apoptosi in cellule INS-1E 
 
Abbiamo quindi voluto verificare l’effetto del SJW e dell’HPF sull’apoptosi 
indotta da citochine in cellule INS-1E, mediante dosaggio dell’attività della 
caspasi-3, ritenuta un indice attendibile di apoptosi dal momento che è una 
caspasi effettrice e quindi interviene nelle fasi tardive del processo. La Fig. 
7.12 mostra che la miscela di citochine utilizzata determina un cospicuo 
aumento dell’apoptosinelle cellule INS-1E dopo un’esposizione di 6 ore. Se 
nel terreno di coltura è presente l’estratto di SJW a concentrazioni crescenti, 
l’attività della caspasi-3 diminuisce in maniera dose-dipendente, pur 
mantenendosi più alta di quella delle cellule di controllo. Anche l’iperforina è 
in grado di prevenire, in maniera simile all’iperico, l’attivazione della caspasi-
3 indotta da citochine quando presente nel mezzo di coltura. 
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Fig. 7.12: Effetto inibitorio dose-dipendente dell’estratto di SJW e HPF 
sull’apoptosi indotta da citochine in cellule INS-1E, valutata attraverso l’attività 
della caspasi-3. Le cellule INS-1E sono state esposte simultaneamente per 6 h ad 
una miscela di citochine (IFN-γ  400U/ml + IL-1β  50U/ml + TNF-α  100U/ml) e due 
dosi di SJW (2μg/ml e 5 μg/ml) e HPF (1μM e 2 μM). L’attività della caspasi-3 è 
determinata usando il dosaggio luminometrico Caspase-Glo™3/7. I dati sono 
espressi come percentuale dei controlli e sono riportate le medie ± ESM di 8 
osservazioni provenienti da 3 esperimenti separati.  
*p < 0,05 rispetto al controllo; § p < 0,01 rispetto al trattamento con citochine. 
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Capitolo 8 
 
Discussione 
 
Lo scopo principale di questo studio è stato quello di approfondire la 
valutazione dell’effetto protettivo di un estratto di origine vegetale, l’iperico, 
noto in fitoterapia per i suoi effetti antidepressivi, e di un suo componente, 
l’iperforina, nei confronti del danno indotto dalle citochine nelle cellule β 
pancreatiche, che si ritiene sia il meccanismo patogenetico fondamentale 
dell’insorgenza del diabete mellito di tipo 1. Infatti, il diabete di tipo 1 si 
sviluppa in seguito ad una reazione infiammatoria durante la quale i linfociti 
e i macrofagi, attivati con meccanismo autoimmunitario, infiltrano le isole 
pancreatiche di Langherans e rilasciano citochine (in particolare IFN-γ, IL-1β 
e TNFα) che inducono la distruzione, per apoptosi o necrosi, delle cellule β e 
la permanente carenza di insulina che ne consegue (Eizirik et al. 2001). 
L’idea di verificare l’effetto di questo estratto vegetale sulle cellule β 
pancreatiche è stata stimolata da osservazioni fatte da nostri collaboratori 
dell’Università di Verona nel corso di esperimenti volti a valutare l’attività 
inibitoria di composti naturali in linee cellulari tumorali di origine umana. Il 
gruppo di Verona aveva infatti dimostrato che l’estratto di Hypericum 
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perforatum ha un effetto inibitorio rilevante sull’attivazione di STAT-1 
indotta da citochine in alcune linee cellulari tumorali umane (Dupraz et al. 
2000). 
Poiché negli ultimi anni è stato dimostrato che l’attivazione del fattore di 
trascrizione STAT-1 è il meccanismo fondamentale dell’azione dell’IFN-γ in 
vari tipi cellulari, comprese le cellule β; si è voluto indagare se questo 
estratto vegetale avesse il medesimo effetto sulle cellule β pancreatiche. I 
primi risultati ottenuti hanno messo in evidenza che l’estratto di iperico e 
l’iperforina sono in grado di inibire in maniera dose-dipendente non solo 
l’attivazione di STAT-1 indotta dalle citochine, ma anche quella di NF-kB, 
nella linea INS-1E di derivazione β cellulare. L’iperforina è il componente 
dell’estratto di SJW principalmente responsabile dell’inibizione 
dell’attivazione di STAT-1 e probabilmente anche l’unico, considerando il 
fatto che gli esperimenti svolti hanno escluso un effetto significativo di altri 
componenti. E’ stato inoltre dimostrato che sia il SJW che l’iperforina 
determinano una inibizione dose-dipendente dell’espressione del gene della 
NO sintetasi inducibile (iNOS), che viene sinergicamente potenziata 
dall’attivazione concomitante dei due fattori di trascrizione STAT-1 e NF-kB, 
indotta da una miscela di citochine. Inoltre, i due composti vegetali si sono 
dimostrati in grado di proteggere, in maniera dose-dipendente, le cellule 
INS-1E dall’apoptosi causata dalle citochine. 
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L’estratto di SJW e l’iperforina hanno evidenziato il loro effetto inibitorio 
sull’attivazione di STAT-1 anche in isole di Langerhans isolate di ratto ed 
umane. Nelle isole isolate esposte a citochine, l’estratto di SJW e l’iperforina 
inducono anche una chiara inibizione dose-dipendente dell’attivazione di NF-
kB, anche se tale inibizione non arriva ad essere totale come per  STAT-1. 
SJW previene nelle isole isolate sia di ratto che umane l’apoptosi e la necrosi 
indotte da citochine, mentre HPF determina una protezione solo parziale. La 
morte β-cellulare indotta da citochine può derivare sia da un processo di 
apoptosi che di necrosi e risulta dipendente non solo dall’attivazione 
dell’espressione di geni direttamente pro-apoptotici da parte di STAT-1 e/o 
NF-kB, ma anche di quella del gene che codifica per la forma inducibile di NO 
sintetasi (iNOS) (Eizirik et al. 2001).  
Gli studi a cui ho partecipato hanno utilizzato la linea cellulare INS-1E, 
essendo tali cellule ampiamente utilizzate nella ricerca diabetologica e 
considerate una valida alternativa, almeno in prima istanza, alle cellule β 
delle isole di Langerhans in tutti i casi in cui la disponibilità limitata delle isole 
non consenta indagini approfondite. 
Tali studi hanno dimostrato che nella linea cellulare INS-1E, l’inibizione, 
seppure attenuata, dell’attivazione di STAT-1 indotta da citochine si osserva 
anche quando l’estratto di SJW ed il suo componente iperforina sono 
aggiunti 15, 30, 60 minuti dopo l’esposizione delle cellule alle citochine. 
88 
 
Questa osservazione ci fornisce delle indicazioni riguardo alle modalità di 
azione dei due composti vegetali. Infatti possiamo escludere che essi 
interferiscano con i recettori di membrana su cui agiscono le citochine 
utilizzate. Probabilmente, l’iperico e l’iperforina penetrano, essendo 
sostanze liposolubili nella membrana delle cellule β, e poi interferiscono 
stericamente con i siti di fosforilazione dei componenti dei sistemi di 
trasduzione del segnale, come dimostrano altri risultati ottenuti dal gruppo 
di ricerca (Masiello et al. 2012). L’azione inibitoria delle sostanze vegetali si 
ottiene anche quando SJW e HPF vengono aggiunti successivamente alle 
citochine, probabilmente perchè nelle cellule β, a differenza di quanto 
osservato nella maggioranza delle altre cellule (Shuai et al. 1992; Haspel et 
al. 1996), l’attivazione di STAT-1 permane per periodi molto lunghi: il fattore 
di trascrizione viene rapidamente attivato da IFN-γ, raggiunge un picco dopo 
30 minuti e declina entro 1-4 ore. Nelle cellule β pancreatiche, invece, 
l'attivazione di STAT-1 indotta da IFN-γ ha una durata sorprendentemente 
lunga ed è in grado di persistere anche per 8-24 ore: si pensa che in queste 
cellule il segnale di IFN-γ persista finché la citochina è presente e termini solo 
quando quest’ultima viene rimossa, molto probabilmente tramite 
defosforilazione ad opera di una fosfatasi tirosinica nucleare (Chong et al. 
2001). 
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Sorprendentemente, gli agenti protettivi studiati, mantengono il loro effetto 
inibitorio su STAT-1 anche quando sono rimossi dal mezzo di incubazione 
prima dell’aggiunta della miscela di citochine. Sembra quindi che tali 
composti vegetali, conferiscano alle cellule β uno stato di “resistenza alle 
citochine”, almeno per quanto concerne l’attivazione di STAT-1, che può 
essere indotto sia prima che dopo l’esposizione a tali fattori. 
Gli studi a cui ho partecipato hanno inoltre dimostrato che l’iperico e 
l’iperforina contrastano l’inibizione indotta dalle citochine, dell’espressione 
di geni che hanno particolare importanza per l’induzione ed il mantenimento 
del fenotipo differenziato nelle cellule β pancreatiche. Studi di microarray 
avevano dimostrato che miscele di citochine inibiscono l’espressione di geni 
direttamente correlati alla funzione delle cellule β differenziate,quali INS-1E, 
ma anche di altri geni che funzionano come master regulatory transcription 
factors (PDX-1, Pax6, Foxo1) (Ortis et al. 2010; Zhou et al. 2008). 
Il fattore di trascrizione PDX-1 gioca un ruolo rilevante non solo nello 
sviluppo del pancreas, ma anche nella differenziazione delle cellule β e nel 
mantenimento della loro normale funzione, regolando l’espressione di geni 
cruciali inclusi quelli di insulina, GLUT2 glucochinasi (Kaneto et al. 2008; 
Olbrot et al. 2002). Vari fattori (ROS, citochine, aumento degli FFA, stress del 
reticolo), soprattutto mediante l’attivazione della via di JNK, favoriscono la 
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traslocazione di PDX-1 dal nucleo al citoplasma, limitando in tal modo la sua 
attività trascrizionale e la biosintesi di insulina (Kawamori et al. 2003). 
Anche il fattore di trascrizione Pax6 contribuisce allo sviluppo del pancreas 
endocrino, oltre che esercitare un ruolo cruciale nello sviluppo di occhi, 
cervello e sistema olfattivo (Simpson et al. 2002). Inoltre, Pax6 è necessario 
per il corretto sviluppo e organizzazione spaziale di tutti i precursori delle 
cellule delle isole pancreatiche (St-Onge et al. 1997; Sander et al. 1997). 
Studi recenti hanno dimostrato che Pax6 è essenziale nell’adulto per 
mantenere l’omeostasi del glucosio e la funzione del pancreas endocrino 
(Hart et al. 2013). Si suppone che PDX-1 e Pax6 possano essere strettamente 
collegati nel sistema di regolazione genica per lo sviluppo e il mantenimento 
del pancreas (Davidson 2010).   
FOXO1 inibisce la replicazione delle cellule β aumentando l’espressione di 
inibitori del ciclo cellulare e sopprimendo la trascrizione di PDX1. FOXO1 
inibisce anche la neogenesi delle cellule β e previene la de-differenziazione e 
il mantenimento della funzione delle cellule β sopprimendo l’espressione di 
neurogenina 3. Inoltre, FOXO1 protegge le cellule β dallo stress ossidativo 
aumentando l’espressione di enzimi antiossidanti (Kitamura et al. 2013). 
L’espressione di tutti i geni considerati viene significativamente inibita dal 
trattamento con citochine e l’evidenza che questa inibizione è presente già 
dopo 6 ore di esposizione alle citochine suggerisce un effetto precoce e 
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specifico. La concomitante presenza delle sostanze vegetali preserva i livelli 
di espressione genica delle cellule di controllo. 
Infine, i risultati ottenuti mostrano che le sostanze vegetali sono capaci di 
proteggere le cellule INS-1E dalla morte per apoptosi correggendo lo 
sbilanciamento indotto dalle citochine tra fattori anti- e pro-apoptotici, 
prevenendo l’aumento delle proteine pro-apoptotiche e preservandone 
alcune antiapoptotiche.  
Ricordiamo che le citochine proinfiammatorie IFN-γ, IL-1β e TNF-α giocano 
un ruolo importante nell’apoptosi delle cellule β nel diabete autoimmune. 
Molti esperimenti in vitro suggeriscono che l’attivazione di NF-kB sia 
determinante per indurre l’apoptosi nelle cellule β (Ortis et al. 2008; Cardozo 
et al. 2001; Heimberg et al. 2001; Kutlu et al. 2003), cosicchè tale fattore è 
considerato pro-apoptotico nelle cellule β, mentre è anti-apoptotico in molti 
altri tipi cellulari (Wang et al. 1998; Beg et al. 1996). L’inibizione 
dell’espressione di NF-kB in vitro e in vivo previene l’apoptosi delle cellule β 
indotta da citochine IL-1β e TNF-α (Eldor et al. 2006; Ortis et al. 2008) e ha 
permesso di identificare molti mediatori chiave della disfunzione e morte di 
tali cellule, inclusi i fattori correlati allo stress del reticolo, attraverso analisi 
di array (Cardozo et al. 2001; Cardozo et al. 2005). Quando le cellule β sono 
esposte a IFN-γ si ha l’attivazione di un altro fattore di trascrizione, STAT-1. 
Anche l’inibizione di STAT-1 previene la morte delle cellule β indotto dalle 
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citochine in vitro e nel diabete autoimmune sperimentale provocato da 
multiple basse dosi di streptozotocina (Callewaert et al. 2007; Gysemans et 
al. 2005). STAT-1 svolge una regolazione positiva sulla proteina pro-
apoptotica DP5 (death protein 5/Hrk) e sulla sintesi di molte chemochine 
proinfiammatorie, mentre regola negativamente geni coinvolti nel 
differenziamento e nella funzione delle cellule β (Moore et al. 2011). 
Recentemente è stato dimostrato che DP5 ha un ruolo centrale nella morte 
delle cellule β indotta sia dalle citochine che da stress del reticolo 
endoplasmatico (Gurzov et al. 2009). Anche molti altri geni correlati 
all’apoptosi quali PUMA, CHOP (Ddit3), Bax, Bid sono differenzialmente 
regolati inseguito al knock down di STAT-1 e possono contribuire all’apoptosi 
indotta da citochine nelle cellule β (Moore et al. 2011). Inseguito 
all’esposizione alle citochine TNF-α e IFN-γ viene indotta l’espressione di 
Bim, attraverso l’attivazione di STAT-1; questo evento insieme con l’aumento 
di DP5 e PUMA e l’inattivazione di Bcl-XL è critico per la morte delle cellule β 
(Barthson et al. 2011). 
Considerando nel complesso i risultati ottenuti in questi studi nelle cellule 
INS-1E, si evidenzia che l’estratto di SJW e il suo componente HPF mostrano 
proprietà protettive simili, a differenza di quanto ottenuto nelle isole isolate 
di ratto o umane, dove HPF risultava meno efficace rispetto all’estratto. 
Bisogna considerare che in questi esperimenti i tempi di incubazione in 
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presenza delle sostanze vegetali sono brevi (massimo 8 ore) e insufficienti 
perché l’HPF subisca processi di degradazione ossidativi e/o possa generare 
metabolici tossici. 
Questi risultati nel loro complesso appaiono molto promettenti e indicano 
che l’iperico e l’iperforina rappresentano un approccio farmacologico che 
merita di essere preso in considerazione e adeguatamente sviluppato per 
prevenire o ritardare la distruzione delle cellule β conseguente ad una 
reazione infiammatoria su base immunitaria. 
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